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OBJETIVOS 


El desarrollo del trabajo de investigación que constituye esta tesis fue en gran medida 
motivado por el incipiente uso clínico de las fluoroquinolonas que acontecía a principios de la 
década de los noventa. En aquellos momentos hacía menos de cinco años que se había 
autorizado en España la comercialización de la norfloxacina y la ciprofloxacina; la ofloxacina 
comenzaba a introducirse en clínica y en diferentes laboratorios farmacéuticos se estaban 
desarrollando nuevas moléculas de fluoroquinolonas con mejor farmacocinética, espectro más 
amplio y mayor eficacia antibacteriana. En el seno de este panorama varias fueron las cuestiones 
que se intentaron ir respondiendo con el desarrollo de esta tesis. En concreto: 


1. El nivel de actividad de las fluoroquinolonas comercializadas y de otras que en 
. aquellos momentos aún estaban en fases de ensayo clínico frente a aislamientos clínicos de 
Escherichia coli. 


2. Valorar la aparición de posibles cepas clínicas resistentes a fluoroquinolonas, así 
como desarrollar mutantes con alto nivel de resistencia a fluoroquinolonas, con el objeto de 


investigar en uno y otro tipo de cepas los mecanismos conducentes a ese alto nivel de 
resistencia. 


3. Conocer si el alto nivel de resistencia a fluoroquinolonas iba apareado a la aparición 
de fenotipos de múltiple resistencia a antimicrobianos de diferentes familias y no sólo a 
quinolonas. Si ello fuera así, profundizar en las causas de esa multirresistencia. 


4. Valorar la aparición de posibles cambios en la expresión de las proteínas y del 
lipopolisacárido de la membrana externa asociados a la aparición de resistencia a 
fluoroquinolonas y/o multirresistencia en cepas de E coli. Así como conocer las posibles 
variaciones en la acumulación de fluoroquinolonas, en la célula bacteriana, asociadas o no a 
cambios en la membrana externa bacteriana. 


5. Comparar la capacidad de las fluoroquinolonas de seleccionar mutantes resistentes 
en cepas de E. coli respecto a otras especies de enterobacterias. 


6. Estudiar las posibles homologías en cuanto a cambios en las proteínas y en el 
lipopolisacárido de la membrana externa entre mutantes resistentes a quinolonas de diferentes 
especies de enterobacterias y mutantes resistentes de la especie E. coli. 


7. Analizar el papel de los factores determinantes en la acumulación de las 
fluoroquinolonas en la célula bacteriana respecto de otros mecanismos en el desarrollo de 
resistencia a quinolonas en cepas de E. coli, 


S. Comparar la frecuencia y los fenotipos de los mutantes resistentes de E. coli 
desarrollados con fluoroquinolonas con las frecuencias y fenotipos de los mutantes resistentes 
de E. coli desarrollados con otro tipo de antimicrobianos de amplio espectro, en concreto con 
ceftazidima. 
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1. HISTORIA” +: 


Hasta 1974 los procariotas aparecieron clasi- 
ficados dentro del reino Protistas hasta que, 
en esta fecha, aparecen descritos como nuevo 
reino (Procaryotae) en el Bergey's Manual of 
Determinative Bacteriology (8* ed., 1974), 
separados de su anterior clasificación dentro 
del reino Protistas y conteniendo dos divisio- 
nes: Cianobacterias y Eubacterias. 
Posteriormente, en el Bergey's Manual of 
Systematic Bacteriology (1* ed., 1984), ese 
mismo reino Procaryotae, es dividido en 
cuatro divisiones: 


3. Género Escherichia. Escherichia coli. 
3.1 Características y 
Epidemiología. 
3.2 Determinantes de la acción 


patógena. 

3.3 Patología. Síndromes clínicos. 
3.3.1 Gastroenteritis. 
3.3.2 Infecciones del tracto 

urinario. 

3.3.3 Meningitis neonatal. 
3.3.4 Septicemia. 
3.3.5 Otras infecciones. 


Género Enterobacter. 
Género Citrobacter. 
Género Klebsiella. 
Género Proteus. 
Género Salmonella. 


Gracilicutes: Bacterias gramnegativas. 
Firmicutes: Bacterias grampositivas. 
Tenericutes: Bacterias sin pared celular 
Mendosicutes: Bacterias con pared celular sin 
ácido murámico (Clase Archaeobacteria). 
Estos cambios en la clasificación bacteriana 
fueron introducidos basándose en el coefi- 
ciente de homología de la secuencia de bases 
del ADN de las células. 

El estudio del sistema genético bacteriano a 
nivel molecular para establecer la homología 
entre el ADN celular (composición de por- 


a 
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centaje básico de ADN) e hibridación de 
ADN, ha dado lugar a grandes avances en 
taxonomía bacteriana. Uno de estos estudios 
es la determinación de la composición de 
bases de ADN, característica de cada especie 
y que se expresa como porcentaje molar 
guanina-citosina (G+C) y adenina-timina 
(A+T). Si dos bacterias tienen relaciones de 
bases muy diferentes (diferencia de contenido 
de G+C) en más del 10%, no se pueden 
considerar afines. Por el contrario, si la 
relación G+C entre dos bacterias es muy 
parecida o igual se consideran afines. Basado 
en la diferencia o afinidad de la relación G+C 
entre las bacterias se han creado nuevos géne- 
ros y cambiado bacterias de un género a otro. 
Los métodos de hibridación molecular rela- 
cionan la compatibilidad del ADN de un 
microorganismo con otro. En determinadas 
condiciones experimentales se separan las 
cadenas de ADN bicatenario en dos molé- 
culas monocatenarias que se recombinan con 
las de otra bacteria en el caso de que sus 
secuencias de bases sea complementaria. 
Más recientemente la aplicación de técnicas 
de biología molecular está permitiendo reali- 
zar una clasificación filogenética. Existen 
ciertas macromoléculas que pueden utilizarse 
para medir la distancia evolutiva. Una de 
estas macromoléculas es el ácido ribonuclei- 
co ribosómico (ARN5). En 1990 el progreso 
de estas técnicas de secuenciación y compa- 
ración del ARNr 165 en las procariotas y del 
ARNTr 185 en las eucariotas, puso de mani- 
fiesto la presencia de una serie de nucleótidos 
modificados, lo que permitió proponer la 
creación de tres Dominios o Imperios: 


Dominio o Imperio Eucarya: Agrupa a 
células eucarióticas. Los lípidos de la mem- 
brana celular están compuestos predominan- 
temente por diésteres de glicerol y ácidos 
grasos. Los ribosomas contienen un tipo 
eucariótico de ARNr. Incluye a todos los 
organismos anteriormente clasificados en los 
reinos Animalia, Plantae, Fungi y Protista. 
Se ha sugerido su reclasificación en seis 


reinos: Animalia, Plantae, Fungi, Flagelata, 
Ciliata y Microsporidia. 


Dominio o Imperio Bacteria: También 
denominadas eubacterias o bacterias verdade- 
ras. Agrupa a células procarióticas. Los 
lípidos de la membrana celular están com- 
puestos predominantemente por diacil- 
glicerol-diésteres. Los ribosomas contienen 
un tipo eubacteriano de ARNr. 


Dominio o Imperio Archaea: Agrupa a 
células procarióticas primitivas. Los lípidos 
de la membrana celular están compuestos 
predominantemente por diésteres de glicerol 
e isoprenoides o diacil glicerol tetraésteres. 
Los ribosomas contienen un tipo arqueano de 
ARNr. 


1:1 CLASIFICACIÓN DE LAS BACTERIAS 


La clasificación más utilizada actualmente, 
hasta que se consiga una basada en relaciones 
filogenéticas, es la recogida en el manual 
Bergey. En la novena edición del Bergey's 
Manual of Determinative Bacteriology 
(1994) [213] se agrupan las bacterias en 35 
grupos situados en 4 categorías mayores: 


« Eubacterias gramnegativas. En esta cate- 
goría se incluyen la mayoría de las bacterias 
que son patógenas para el hombre. Compren- 
de 16 grupos (1 a 16). 

- Eubacterias grampositivas. En esta cate- 
goría están incluidas el resto de las bacterias 
que son patógenas para el hombre. Compren- 
de 13 grupos (17 a 29). 

- Micoplasmas. Incluye microorganismos 
que también producen infecciones en el 
hombre. Está formada por un solo grupo (30). 
- Arqueobacterias. Estas bacterias no son 
patógenas para el hombre y viven en situacio- 
nes extremas (bacterias metanógenas, termó- 
filas, halófilas, etc.). Incluye 3 grupos (31-35). 
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2.1 NOMENCLATURA Y CLASIFICACIÓN 


La familia Enterobacteriaceae es el grupo 
más grande y heterogéneo de bacilos gramne- 
gativos con importancia clínica. El presente 
estudio se ha circunscrito a determinados 
géneros de la familia Enterobacteriaceae, 
esta familia está clasificada, en el Bergey 9* 
Ed., en el “Grupo 5: Bacilos gramnegativos 
anaerobios facultativos — Subgrupo 1: Fami- 
lia Enterobacteriaceae” como se puede 
apreciar en la tabla 1 [214]. 

La nomenclatura y clasificación de la familia 
Enterobacteriaceae ha sido siempre compli- 
cada y confusa. Para poder diferenciar entre 
sí las diferentes cepas de una misma especie 
se recurre a marcadores específicos. Los 
marcadores que se han utilizado han sido: el 
biotipo, el serotipo, el lisotipo o fagotipo, el 
antibiotipo, el plasmotipo, el bacteriocinotipo 
y el DNAtipo. 

En la actualidad se han descrito por lo menos 
27 géneros y 102 especies, así como 8 grupos 
entéricos. Esos géneros han sido clasificados 
sobre la base de la homología del ADN, 
propiedades bioquímicas, reacciones se- 
rológicas, susceptibilidad a bacteriófagos 
específicos de género y de especie, y patrones 
de susceptibilidad a los antimicrobianos. 

La relación genética entre los géneros más 
comunes se ilustra en la figura 1.1 [214]. 


Género Especie* 


Arsenophonus 
Budvicia 
Buttiauxella 
Cedecea 


Citrobacter an 
Edwardsiella 
Enterobacter cloacae 
Erwinia 

Escherichia coli 
Ewingella 
Hafnia 
Klebsiella 


Kluyvera 


pneumoniae 


Leclercia 
Leminorella 
Moellerella 


Morganella 


Obesumbacterium 
Pantoea 

Pragia 

Proteus vulgaris 
Providencia 
Rahnella 
Salmonella choleraesuis ** 
Serratia 

Shigella 

Tatumella 

Xenorhabdus 

Yersinia 

Yokenella 


* Sólo se han especificado las especies 
que han sido objeto de este estudio. 


(** serotipo enteritidis) 
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lanso 


 Ervinia A Klgiera CUA Serratla 


Morganella. 


Providencia 


po — 30-60 30 o Ñ l | 
 Enterobacier ——  Klebsiella 4  Citrobacter ———+ Salmonella | 


O -3 


less 


————>  Cedecea 
lo 


Ecwarsiella 


10-15 


| Yersinía 


Figura 1.1: Relación genética entre los géneros más comunes de enterobacterias. 


2.2 DESCRIPCIÓN DE LA FAMILIA 


Los componentes de esta familia son bacilos 
gramnegativos de tamaño entre 0,3-1,0 x 1,0- 
6,0 um, móviles por flagelos peritricos (ex- 
cepto Tatumella) o inmóviles. Son gramne- 
gativos, anaerobios facultativos y quimioor- 
ganotrofos. Tienen metabolismo tanto oxi- 
dante como fermentativo. Aunque la mayoría 
de las especies crecen bien a 37 “C, otras lo 
hacen mejor a 25-30 *C. No forman esporas 
y su relación de bases G+C contenidas en su 
ADN oscila entre el 39-59% [61, 214]. 

Las enterobacterias son organismos que se 
encuentran en ecosistemas tan variados como 
el suelo, el agua, las plantas, y formando 
parte de la flora intestinal normal de la mayo- 
ría de los animales, con inclusión de los 
humanos. La mayoría de las enterobacterias 
forman parte de la flora comensal normal del 
tubo digestivo y, auque inocuos, pueden 


causar infecciones oportunistas cuando hayan 
variado las condiciones del entorno. Sin 
embargo unos pocos miembros de esta fami- 
lia deben considerarse como patógenos estric- 
tos y poseen alto poder patógeno. 


A pesar de la complejidad de esta familia, 
más del 95% de los aislamientos con impor- 
tancia clínica pertenecen a menos de 25 
especies. 

Las enterobacteriáceas son responsables del 
30 al 35% de todas las septicemias, más del 
70% de todas las infecciones del tracto urina- 
rio y muchas infecciones intestinales. El 
50% de todos los aislamientos con significan- 
cia clínica que se producen en los laborato- 
rios de análisis se deben a esta familia [333]. 
Asimismo, junto con las pseudomonas y otros 
bacilos gramnegativos no fermentadores 
constituyen la causa más importante de las 
infecciones hospitalarias. 
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tantes 


más impor 
(Oportunistas potenciales) 


e 
Es] 
Lone] 
E 
A 
Ss 
3 
E 
= 
Es] 
Y 
ES) 
rl 
2 
E 
> 
e] 
a] 


Especies patógenas 
(Todas) 


Citrobacter diversus 
Citrobacter freundii 
Escherichia coli 
Hafnia alvei 
Klebsiella oxytoca 
Klebsiella pneumoniae 
Morganella morganii 


Escherichia coli 

Klebsiella rhinoscleromatis 
Shigella boydii 

Shigella dysenteriae 
Shigella flexneri 

Shigella sonnei 


2.3 "CARACTERÍSTICAS BIOQUÍMICAS 
E IDENTIFICACIÓN. A 


Las enterobacterias tienen las siguientes 
propiedades fundamentales: 


Crecen en aerobiosis y anaerobiosis 
(anaerobios facultativos). 

Fermentan la glucosa, con o sin pro- 
ducción de gas. 


Pantoea agglomerans 
Proteus mirabilis 
Proteus vulgaris 
Providencia alcalifaciens 
Providencia rettgeri 
Providencia stuartii 
Serratia marcescens 


Salmonella bongori 
Salmonella choleraesuis 
Yersinia enterocolitica 
Yersinia pestis 

Yersinia pseudotuberculosis 


Reducen los nitratos a nitritos. 
- Producen catalasa. 
- No producen oxidasa. 
Tienen requerimientos nutricionales 
simples, 
Crecen bien en medio de MacConkey. 


En la tabla siguiente se muestran las principa- 
les reacciones bioquímicas de identificación 
de las principales especies de enterobacterias: 
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sa 


Rojo de metilo 

Voges Proskauer  . Ñ 
Citrato de Simmons, - 
Producción de SH, 
Fenilalanina desáminása 


Movilidad 


+ [Gas en glucosa - 


+ 
l 
+ 
l 
> 


+ |Lacto: 
+ | + [Manitol 


Escherichia coli 


+ 


+ 
EE 


Shigella spp. 


| serotipo typhi 


serotipo paratyphi A 


Salmonella 
choleraesuis 


+ 
+ 


+ 


000 
Hot 
o —| 
+ 
+ 
+ |+ 
t 
+ |+|+ 
+ |+ 


+ 
++ |+ 
+ |+ 


Enterobacter aerogenes 


Enterobacter cloacae 


Hafnia alvei 


Serratia marcescens 


Proteus mirabilis 


Proteus vulgaris 


Providencia rettgeri 
Providencia stuartii 


Providencia alcalifaciens 


Yersinia enterocolitica 


Yersinia pseudotuberculosis 


Yersinia pestis 


+: 90% o más de reacciones positivas a la 48 horas de incubación. 
— 90% o más de reacciones negativas a la 48 horas de incubación. 
+: diferentes porcentajes de reacciones positivas y negativas. 
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La clasificación serológica 
“q. Fl lo (anti H 
de la familia Enterobac- eses femigeno E) 


teriaceae se basa en los SES 


Cápsula (antígeno K o Vi) 


antígenos bacterianos, que AS <= = o Upopotsacarido 1951 |. QT Poco O 
] =E o endotoxina <> Po isacórido 
se detectan mediante aglu- S O is 


tinación con antisueros 
específicos. Los tres tipos 
principales de antígenos 
son los lipopolisacáridos 
O somáticos, los antígenos 
K capsulares y las proteí- 
nas H flagelares: 


Antígenos somáticos 0 
antígenos O: 

El principal antígeno de la 
pared celular está formado 
por el lipopolisacárido 
(LPS) de la membrana externa. Este lipopoli- 
sacárido es termoestable y está formado por 
tres componentes: 

- el polisacárido O antigénicamente varia- 
ble. 

- un polisacárido central común atodas las 
enterobacteriáceas (antígeno común) y 
compuesto por oligosacáridos y ácido 
ceto-desoxi-manulosoctónico (KDO) 
común a la mayoría de las bacterias 
gramnegativas, lo que explica la presen- 
cia de reacciones cruzadas. 

- el lípido A al que se asocia la actividad 
como endotoxina, factor de virulencia 
compartido por todas las bacterias gram- 
negativas aerobias y algunas anaerobias. 
La toxicidad reside en este lípido A, 
componente del LPS, que es liberado 
cuando la célula muere y se produce su 
lisis. Muchas manifestaciones sistémicas 
de las infecciones gramnegativas se de- 
ben a la endotoxina. 

Los antígenos O específicos existen en todos 
los géneros, aunque resultan comunes las 
reacciones cruzadas entre géneros íntimamen- 
te relacionados (p. ej.: Salmonella con Citro- 
bacter y Escherichia con Shigella). 


Membrano externa 
Espacio periplásmico 
Lipoproteina 
Peptidoglicano 
Membrona interna 


Citoplasma 


Pili 


Figura 1.2 .- Situación de los antígenos en las enterobacterias [333]. 


Antígenos capsulares o antígenos K: 

Los antígenos K capsulares son proteínas o 
polisacáridos. En algunas enterobacterias 
constituyen una cápsula mientras que en otras 
forman una capa mucosa que recubre al 
antígeno O. Estos antígenos capsulares son 
responsables de la protección de la bacteria 
frente a la fagocitosis, puesto que los antíge- 
nos capsulares hidrofílicos repelen la superfi- 
cie hidrofóbica de las células fagocíticas. 
Estos antígenos ocultan también a los de la 
pared celular y, por tanto, impiden en deter- 
minado grado la unión de los anticuerpos a la 
bacteria [333]. 


Antígenos flagelares o antígenos H: 

Estos antígenos son proteínas que residen en 
los flagelos y que pueden experimentar 
variación antigénica o faltar de una célula en 
determinados momentos. Son termolábiles. 


Antígenos de las fimbrias o antígenos F: 
Son de naturaleza proteica, reside en las 
fimbrias o pili, son heterogéneos serológica- 
mente y permiten clasificar las cepas en 
serotipos F. 
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2.5 FACTORES DEPATOGE! 


2.5.1 Producción de exotoxinas 

En las enterobacterias se han identificado 
varias toxinas importantes; entre ellas se 
pueden incluir la enterotoxina termoestable, 
la enterotoxina termolábil, las enterotoxinas 
Shiga, las enterotoxinas similares a la Shiga 
y las hemolisinas. 

Las enterotoxinas termolábiles, así como las 
toxinas Shiga y similares a la Shiga, consis- 
ten en una subunidad A y una o varias subu- 
nidades B (es decir, son del tipo A-B). La 
subunidad A es responsable de la actividad 
enzimática intracelular de la toxina, mientras 
que las subunidades B intervienen en la unión 
con la célula para facilitar la transferencia de 
la subunidad A a su interior. 

La enterotoxina termolábil produce alteración 
del transporte de los electrólitos con la dia- 
rrea secretora consiguiente; es prácticamente 
idéntica a la toxina del cólera y es producida 
por E. coli y algunas cepas de Klebsiella y 
Salmonella. 

La toxina termoestable es una proteína esta- 
ble al calor. Esta toxina produce también una 
diarrea secretora y generalmente está presen- 
te en E. coli, y a veces en Yersinia enterocoli- 
tica y Citrobacter freundii. 

La toxina Shiga es neurotóxica, enterotóxica 
y citotóxica para los animales. Esta toxina 
está producida por Shigella dysenteriae. 

Las toxinas similares a la Shiga o verotoxinas 
producen un efecto citopático pronunciado y 
provocan toxicidad gastrointestinal. Estas 
toxinas están producidas por especies de 
Shigella y E. coli. 

Las hemolisinas son toxinas que pueden 
producir destrucción celular como la lisis de 
los hematíes y de los leucocitos, y pueden 
estar sintetizadas por muchas especies. 


2.5.2 Expresión de factores de ad- 


herencia 
La adherencia de las bacterias a las células 


huéspedes está mediada por las fimbrias. 

La mayoría de las enterobacteriáceas expre- 
san fimbrias comunes tipo Í, capaces de 
unirse a diversas células huéspedes. 

El factor de colonización CEA/AI y CEA de 
las fimbrias es un antígeno que se encuentra 
en muchas cepas de E. coli causantes de 
gastroenteritis. 

El factor de adherencia P de las fimbrias, 
capaz de aglutinar los hematíes humanos que 
tienen el antígeno de grupo sanguíneo P, se 
encuentra en cepas uropatogénicas de E. coli. 
El factor S de las fimbrias, que se une a los 
sialilgalactósidos en los hematíes humanos, 
es frecuente en las cepas de E. coli responsa- 
bles de sepsis neonatal y meningitis [333]. 


2.5.3 Factores genéticos 

Es frecuente observar en los miembros de 
esta familia la presencia de plásmidos, trans- 
posones y profagos que pueden codificar 
factores tanto de tipo estructural como meta- 
bólico, y que pueden intervenir, o no, tanto 
en su patogenicidad como en el sustrato 
utilizable o en la adquisición de resistencia a 
determinados agentes antimicrobianos. 


2.5.4 Resistencia a los antimicro- 


bianos 

Los microorganismos son capaces de desarro- 
llar resistencia a los antimicrobianos con la 
misma rapidez con que éstos se introducen en 
la terapéutica. El problema se agudiza cuando 
pensamos en la extensión de esa resistencia, 
puesto que puede estar codificada por plásmi- 
dos transferibles, lo que permite el intercam- 
bio de dicha resistencia entre especies, géne- 
ros e incluso familias bacterianas. 

La terapia antimicrobiana debe ser estableci- 
da en función de los resultados obtenidos en 
las pruebas de susceptibilidad in vitro, la 
experiencia clínica y las características del 
paciente. 
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El género Escherichia consta de 5 especies, 
siendo Escherichia coli la aislada con más 
frecuencia. Las especies pertenecientes a este 
género son bastones rectos de 1,1-1,5 x2,0- 
6,0 um, que se encuentran tanto aislados 
como en parejas. Algunas cepas pueden 
presentar cápsula o microcápsula. Móviles 
por flagelos peritricos o inmóviles. Son 
gramnegativos, anaerobios facultativos y 
presentan un metabolismo tanto fermentativo 
como oxidativo. 


Escherichia coli es un organismo quimioor- 
ganotrofo, oxidasa negativo y catalasa positi- 
vo, cuya temperatura óptima de crecimiento 
es de 37 *C y cuyas colonias, aisladas en agar 
nutritivo, pueden ser tanto lisas como rugo- 
sas. Pueden usar el acetato como única fuente 
de carbono pero no el citrato; asimismo 
pueden fermentar la glucosa, y otros carbohi- 
dratos, con producción de piruvato, el cual es 
posteriormente convertido en los ácidos 
láctico, acético y fórmico. Parte de este ácido 
fórmico es transformado por medio de un 
sistema hidrogenoliasa en CO, y H,. La 
mayoría de las cepas pueden fermentar la 
lactosa pero esta capacidad de fermentación 
de la lactosa puede estar latente o ausente. 
Reduce el nitrato y presenta reacción positiva 
con rojo de metilo, y negativa la prueba de 
Voges-Proskauer. Da negativa las pruebas de 
producción de SH,, hidrólisis de la urea y la 
lipasa. Generalmente es citrato negativa. Para 
este género, la suma de bases G+C del ADN 
es del 48-52 moles% (T,,) [214]. 


La especie tipo es Escherichia coli. Esta 
bacteria es un comensal del tracto gastroin- 
testinal siendo la enterobacteria más 


frecuentemente asociada con sepsis bacteria- 
na, meningitis neonatal, infecciones del tracto 
urinario y gastroenteritis en viajeros a países 
con higiene deficiente. La mayoría de las 
infecciones (a excepción de la meningitis 
neonatal y la gastroenteritis) son endógenas 
(es decir, la flora microbiana normal del 
individuo es capaz de producir infección 
cuando las defensas del huésped están dismi- 
nuidas) [333, 362]. 

La composición antigénica de E. coli es 
compleja y se han descrito gran número de 
antígenos O, H y K. La clasificación seroló- 
gica de los aislados de E, coli tiene utilidad 
para fines epidemiológicos, y ciertos seroti- 
pos específicos se asocian con virulencia 
aumentada. 


3.2) DETERMINANTES DE: LA «ACCIÓN 


- ANTÍGENOS 


» El antígeno O es una estructura que forma 
parte del lipopolisacárido (LPS) de la mem- 
brana externa. Dependiendo de este LPS las 
cepas pueden adoptar forma lisa (S) o rugosa 
(R). Principal importancia adquiere la deter- 
minación del antígeno O basándose en la 
antigenicidad del LPS. En la actualidad se 
han definido 173 antígenos O [362]. 

+ El antígeno K o antígeno capsular. Es 
debido al polisacárido de la cápsula, tiene 
propiedades aglutinantes y se han descrito 
103 antígenos de este tipo. 


Los antígenos O y K son responsables de 
virulencia en las cepas invasivas y presentan 
propiedades antifagocitarias e inhibidoras de 
las sustancias bactericidas del suero. 
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» El antígeno H o antígeno de los flagelos, 
de los cuales se han determinado 56 tipos 
diferentes. 


» El antígeno FE, fibrilar, de las fimbrias o pili 
que recubren la superficie de la mayoría de 
las bacterias. Se han descrito dos variedades 
principales de fimbrias basadas en su capaci- 
dad de hemaglutinación: Las fimbrias tipo 1 
cuya hemaglutinación es inhibida por la 
manosa (manosa-sensibles o MS), y las que 
no lo son, o manosa-resistentes (MR). Las 
fimbrias tipo 1 (MS) se encuentran en la 
mayoría de las cepas de E. coli y se considera 
que facilitan la adherencia al moco de las 
diversas superficies mucosas y en particular 
a la mucosa urinaria. Las fimbrias MR 
tienen características adhesivas, funcionan 
como factores de virulencia y pueden ser 
especie-específicas u órgano-específicas. 


- TOXINAS. 


* Algunas cepas de E. coli producen entero- 
toxinas, debido a lo cual se denominan cepas 
de E. coli enterotoxigénicas (ECED). Dos de 
estas enterotoxinas han sido bien estudiadas, 
una es termolábil y otra es termoestable, 
ambas actúan aumentando la secreción de 
moco, agua y electrolitos a la luz intestinal. 


* La toxina Shiga y otras toxinas relaciona- 
das y denominadas toxinas tipo Shiga son 
denominadas verotoxinas debido a que cau- 
san un efecto citotóxico o citopático sobre las 
células de cultivos tisulares de la línea celular 
Vero [230]. 

Estas toxinas causan lesión de la mucosa 
intestinal, lo que da lugar al sangrado, pero 
sin producir reacción inflamatoria local. 


- FERMENTOS. 
»Algunas cepas producen hemolisinas cuya 
importancia patogénica es desconocida, 


SÍNDROMES CLÍNICOS 


3.3.1 GASTROENTERITIS 

Las cepas de E. coli que causan gastroenteri- 
tis se pueden subdividir en cinco grupos: 
enterotoxigénicas enteroinvasivas, enteropa- 
togénicas, enterohemorrágicas y enteroagre- 
gativas. 


A.— E. coli enterotoxigénico (ECET) es el 
agente causal de diversas enfermedades 
como la “diarrea del viajero”. 


B.—E. coli enteroinvasivo (ECED causa una 
enteritis del intestino grueso dando lugar 
aunas diarreas similares a las producidas 
por Shigella. 


C.- E. coli enteropatogénico (ECEP) es un 
agente importante como causante de los 
brotes epidémicos de diarreas infantiles 
de elevada mortalidad. 


D.— E. coli enterohemorrágico (ECEH) se 
ha asociado a brotes de colitis hemorrá- 
gicas, situadas a nivel del intestino grue- 
SO. 


E.- E. coli enteroagregativo (ECEAg) ha 
sido descrito como causa de una gas- 
troenteritis localizada en el intestino 
delgado y que puede originar vómitos, 
deshidratación, diarrea persistente, con 
heces a veces teñidas de sangre, y fiebre 
ligera [333, 392]. 


3.3.2 INFECCIONES DEL TRACTO URINARIO 
E. coli es el agente más frecuente de las 
infecciones urinarias, siendo el responsable 
de más del 80% de todas las infecciones del 
tracto urinario (TU) adquiridas en la comu- 
nidad, y de la mayoría de las adquiridas en el 
hospital. Ello es debido a que es el microor- 
ganismo más frecuente en el tubo digestivo y 
en el periné, desde donde invade el tracto 
urinario por vía ascendente, causando gene- 
ralmente una infección oportunista. Las TTU 
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son catorce veces más frecuentes en las 
mujeres que en los hombres, debido a la 
longitud de la uretra, más corta en aquéllas. 
La enfermedad se asocia con un limitado 
número de serotipos específicos O:K:H, 
denominados uropatógenos, sobre todo los 
serogrupos O4, 06 y 075. Estos serotipos 
poseen adhesina del tipo MR, como los pili P 
y S, que son frecuentemente hemolíticas 
[333, 392]. 


3.3.3 MENINGITIS NEONATAL 

E. coli, junto con los estreptococos grupo B, 
representan la causa más común de meningi- 
tis neonatal; el 75% de las cepas causales 
poseen el antígeno capsular Kl. Aunque es 
común la colonización de los lactantes por E. 
coli en el momento del parto, la enfermedad 
resulta relativamente poco frecuente. 


3.3.4 SEPTICEMIA 
E. coli es el bacilo gramnegativo aislado con 


más frecuencia en pacientes con procesos 
generalizados, bacteriemias y sepsis. El foco 
de infección desde el que los microorganis- 
mos se diseminan al torrente sanguíneo se 
localiza habitualmente en el tracto urinario o 
en el gastrointestinal. La mortalidad por 
septicemia debida a E. coli depende de la 
fuente de infección y la enfermedad subya- 
cente del paciente, y es significativamente 
más alta en los enfermos inmunodeprimidos 
o con infecciones debidas a perforación 
intestinal. 


3.3.5 OTRAS INFECCIONES 

También es agente en infecciones biliares, 
peritoneales, de heridas y mucosas. Las 
infecciones extraintestinales ocurren cuando 
hay circunstancias predisponentes como 
obstrucción y estasis de vías urinarias y 
biliares, disminución de los mecanismos 
defensivos, etc. 


¡TABLA 4.- SEROGRUPOSDE E. COLT RELACIONADOS CON DIVERSAS PATOLOGÍAS [392]. 


E. coli enteropatógenas 


E. coli enterotóxicas 


E. coli enterohemorrágicas 


E. coli enteroinvasiva 


26-55-86 - 111 -119- 
125 - 126 - 127 - 128ab 


6-7-8-15-25-27-63- 
75-78 - 148 - 153 . 159 


112ac - 124 


Sérogrupos secundarios 
18-44. 114 - 142 - 158 


1-9-20-60.75-80-85.- 
88 -89-90- 101 - 109 - 114 
«115. 128ac - 139 . 167 


1.91-111-113.-117 -121 
:- 145 


28ac - 29 - 42 - 136 - 143 - 
144 . 152 - 164 - 167 


E. coli enteroagregativa 7 7-86 - 126 - 127 


E. coli uropatógenas 2-6 


1.4.7-8.9-11-22-25- 
62-75 
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Se presentan con morfología de bastones 
rectos de 0,6 a 1,0 ¡um de ancho por 1,2 23,0 
um de longitud. Son gramnegativos, móviles 
por flagelos peritricos (excepto Enterobacter 
asburiae), anaerobios facultativos, quimioor- 
ganotrofos, con metabolismo tanto oxidativo 
como fermentativo. Su temperatura óptima de 
crecimiento oscila entre 30 y 37 *C. 

La glucosa y otros glúcidos son metaboliza- 
dos con producción de ácidos y gas. Son 
indol negativos. Muchas cepas (el 100% de 
Enterobacter cloacae) son Voges-Proskauer 
y citrato de Simmons positivos. Son lisina 
negativos (excepto Enterobacter gergoviae) 
y ornitina positivos (excepto E. agglome- 
rans), mientras que la reacción del rojo de 
metilo es variable. Muchas cepas utilizan el 
malonato y licuan la gelatina lentamente (3 a 
14 días). 

Las especies que pertenecen a este género no 
producen SH,, desoxirmbonucleasa ni lipasa 
[214]. 


4.2 EPIDEMIOLOGÍA 


Es un género ampliamente distribuido en la 
naturaleza y cuyas especies pueden encon- 
trarse en agua, suelo y plantas; así como en 
heces y aguas residuales. 


Este género consta de muchas especies, 
siendo Enterobacter cloacae la especie tipo. 
Las especies más importantes son Enterobac- 
ter cloacae, Enterobacter sakasakii, Entero- 
bacteraerogenes, Enterobacter agglomerans 
y Enterobacter gergoviae, las cuales son 
patógenos oportunistas que pueden causar 
infecciones en quemaduras, heridas, tracto 
urinario y provocar ocasionalmente meningj- 
tis y septicemias. 

E. cloacae y E. aerogenes son dos especies 
frecuentemente aisladas en casos clínicos, y 
que son causa de infecciones nosocomiales. 
E. agglomerans se ha aislado de vez en cuan- 
do de algunas muestras clínicas, y es real- 
mente un grupo heterogéneo de organismos 
compuesto de una docena de subgrupos. 

E. agglomerans comparte con E. sakazakii la 
pigmentación amarillenta característica de 
sus colonias y la tendencia a causar meningi- 
tis neonatal y sepsis. 

Las otras especies de Enterobacter pueden 
ser difíciles de identificar porque son bioquí- 
micamente similares entre sí y producen 
pocas infecciones en humanos si exceptua- 
mos a Enterobacter taylorae. Entre estas 
otras especies podemos citar a Enterobacter 
cancerogenus [4351, Enterobacter interme- 
dius, Enterobacter dissolvens y Enterobacter 
nimipressuralis que se han aislado de mues- 
tras clínicas de procedencia humana. 
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Mind a ps 


Producción de ácidos a partir dez | 
Hiólisisdelewes | y [o] Date e 
mota O 
Melobiosa + 


Lisina-descarboxilasa - 


Arginina-dihidrolasa 


Ornitina-descarboxilasa 


e D-Sorbitol + 
+ : 90 a 100% de cepas positivas. — :90 a 100% de cepas negativas. 
9:80 a 90% de cepas positivas. OS :80 a 90% de cepas negativas. 


v : porcentajes variables de positividad y negatividad dependiendo de la cepa. 
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. TABLA.6.- PRINCIPALES CARACTERÍSTICAS DE DIFERENCIACIÓN ENTRE LAS 
DIFERENTES ESPECIES DEL GÉNERO ENTEROBACTER [406] 


Suma G+C del 
ADN (Mol %) 
E. aerogenes 53-54 ATCC 13048 


- E. agglomerans 53-58 ATCC 27153 
E. amnigenus Biogrupo 1 60 ATCC 33072 


E. amnigenus Biogrupo 2 


Cepa tipo 


E. asburiae 


e egorac a cs 
E romacaal 


E. intermedius CIP 79-27 


E. nimipressuralis 55-65 ATCC 9912 


E. taylorae ATCC 
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“TABLA 7.- PRINCIPALES CARACTERÍSTICAS DE DIFERENCIACIÓN ENTRE EL GÉNERO 
ENTEROBACTER Y OTROS GÉNEROS RELACIONADOS (214, 406] 


| Características | Hemerodac- | acrcolta | Hafnia 


+ : 90 a 100% de cepas positivas. — :90 a 100% de cepas negativas. 
9:75 a 89% de cepas positivas. O: 75 a 89% de cepas negativas. 
v : porcentajes variables de positividad y negatividad dependiendo de la cepa. 


2 Enterobacter asburiae y casi la mitad de las cepas de Enterobacter hormaechei son inmóviles. 
* Enterobacter agglomerans es negativo. 

Serratia odorifera biogrupo 2, Serratia plymuthica y Serratia rubidaea son negativas. 
Serratia grimesii es positiva. 

Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis y algunas cepas de Klebsiella pneumoniae 
subsp. ozaenae son negativas. 


e 


d 
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5. GÉNERO'CITROBACTER. 


51 MORFOEOGÍA 


Los componentes de este género se presentan 
como bastones rectos de 1 um de diámetro y 
de 2,0 a 6,0 um de longitud aproximadamen- 
te. Aparecen solos o en parejas, generalmente 
no encapsulados, y móviles por flagelos 
peritricos, gramnegativos y anaerobios facul- 
tativos. 


5,2 CARACTERÍSTICAS BIOQUÍMICAS 


Son quimicorganotrofos y tienen un metabo- 
lismo tanto oxidante como fermentativo, 
Crecen fácilmente en medios ordinarios, 
presentando en agar nutritivo unas colonias 
de aproximadamente 2 a 4 mm de diámetro, 
lisas, ligeramente convexas, húmedas, trans- 
lúcidas u opacas y grises, con una superficie 
satinada y un borde uniforme. Ocasionalmen- 
te pueden generarse formas mucosas y rugo- 
sas. Su temperatura Óptima de crecimiento es 
37 *C. Son oxidasa negativos y catalasa 
positivos. Pueden utilizar el citrato como 
única fuente de carbono. Reducen los nitratos 
a nitritos pero no descarboxilan la lisina y no 
producen fenilalanina desaminasa, gelatinasa, 
lipasa ni desoxirribonucleasa. Fermentan la 
glucosa con producción de ácido y gas. La 
prueba de Voges-Proskauer es negativa, y la 
prueba del rojo de metilo da positiva. 

La mayoría de las cepas de C. freundii pue- 
den crecer en medios líquidos de enriqueci- 
miento como el caldo selenito y el caldo 
tetrationato así como en medios selectivos de 
aislamiento como el agar SS, el agar con 
desoxicolato y citrato, y el agar con verde 
brillante o con sulfito de bismuto. 


Aunque, en general, las cepas de C. diversus 
y C. amalonaticus puedan crecer en los 
medios antes mencionados, muchas de ellas 
serán inhibidas en mayor o menor grado; por 
lo tanto deberán elegirse otros medios menos 
selectivos como el agar de MacConkey o el 
agar con desoxicolato, lisina y xilosa. 


El porcentaje de bases G+C de este género es 
de 50-52 moles % (Tm). 

La especie tipo es Citrobacter freundii. Las 
otras dos especies importantes de este género 
son C. diversus y C. amalonaticus. 


5.3 EPIDEMIOLOGÍA 


Se ha encontrado en heces humanas normales 
y de otros animales por lo que probablemente 
es un comensal del intestino humano, aunque 
también se ha encontrado en muestras clíni- 
cas produciendo infecciones, por lo que se le 
considera un patógeno oportunista. Asimismo 
se ha encontrado en muestras de suelo, agua, 
alimentos y aguas negras. En las muestras 
clínicas, no sólo se ha encontrado en heces, 
sino también en orina, esputos y sangre; en 
meningitis, otitis, faringitis, heridas y absce- 
Sos. 


C. freundii es generalmente susceptible a los 
aminoglucósidos, cloranfenicol y colistina. 
La susceptibilidad frente a ampicilina, tetra- 
ciclinas y cefalosporinas varía dependiendo 
de la cepa. C. diversus y C. amalonaticus son 
sensibles a los aminoglucósidos, cefalospori- 
nas, colistina, cloranfenicol y tetraciclinas; 
pero parecen ser resistentes a la ampicilina y 
carbenicilina. 
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VAS DE DIFERENCIACIÓN ENTRE LAS 
NERO'CITROBACTER [419] 


'"TABLA'8.- PRINCIPAL 
DIFERENTES: 


[Características 0 1] ¿C.diyersus 


Producción de Indol 
Producción de SH, 
Arginina dihidrolasa 
Ornitina descarboxilasa 
Crecimiento en CNK 
Uso del malonato 


Hidrólisis de la esculina 


Producción de ácidos a partir de: 


Salicina 


D-Adonitol - + - 
+ 
Lactosa v + 
ME 


Suma G + C del ADN (Mol %) 50 - 51 51 - 52 51 - 52 


+: 90 a 100% de cepas positivas. -: 90 a 100% de cepas negativas. 
v : porcentajes variables de positividad y negatividad dependiendo de la cepa. 
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TABLA 9.- PRINCIPALES CARACTERÍSTICAS DE DIFERENCIACIÓN ENTRE EL GÉNERO 


CITROBACTER Y OTROS GÉNEROSBIOQUÍMICAMENTE SIMILARES [419] 


|| Características Citrobacter | Salmonella l Escherichia ¡ Enterobacter” 


Crecimiento en CNK 


Producción de indol 


Ornitina descarboxilasa y* + 
Suma G +C del ADN (Mol %) 50 - 52 50 - 53 48 - 52 52 - 59 


+: 90 a 100% de cepas positivas. - : 90 a 100% de cepas negativas. 
v : porcentajes variables de positividad y negatividad dependiendo de la especie. 


a: Sólo C. diversus es negativo. 
b : Sólo C. freundii es negativo. 
c : Sólo menos del 20% de C. freundii son negativos. 
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6:1 MORFOLOGÍA Y BIOQUÍMICA 


Las especies de este género se presentan 
como bastones rectos de 0,3 a 1,0 um de 
diámetro y de 0,6 a 6,0 um de longitud apro- 
ximadamente. Aparecen solos, en parejas o 
en cortas cadenas. Encapsulados, inmóviles, 
gramnegativos y anaerobios facultativos. Son 
quimioorganotrofos y tienen un metabolismo 
tanto oxidante como fermentativo. No requie- 
ren factores especiales de crecimiento. Mu- 
chas cepas pueden utilizar la glucosa o el 
citrato como única fuente de carbono. Su 
temperatura óptima de crecimiento es 37 C. 
Son oxidasa negativos y catalasa positivos. 
Usualmente descarboxilan la lisina pero no la 
ornitina. No producen arginina-dibidrolasa, 
pero muchas especies hidrolizan la urea, 
Crecen en medios con CNK, no producen 
SH, y muchas especies fermentan casi todos 
los carbohidratos de prueba excepto el dulci- 
to] y el eritritol. La glucosa y otros carbohi- 
dratos son metabolizados con producción de 
ácidos y gas. Reducen los nitratos a nitritos. 
Las reacciones del indol, rojo de metilo, 
Voges-Proskauer y citrato de Simmons varían 
de una especie a otra [214]. 

El porcentaje de bases G+C de este género es 
de 53-58 moles % (Tm). 

La especie tipo es Klebsiella pneumoniae. 
Este microorganismo es una causa importante 
de infecciones nosocomiales y adquiridas en 
la comunidad. 


6.2 PATOLOGÍA 


Los componentes de este género pueden 
encontrarse en muestras clínicas, así como en 
el suelo, agua, semillas, frutas y vegetales. 
Klebsiella pneumoniae y Klebsiella oxytoca, 
y ocasionalmente otras especies del género, 


son patógenos oportunistas que pueden cau- 
sar bacteriemia, neumonía, infecciones del 
tracto urinario y otras infecciones. 

En los últimos años ha habido un aumento de 
infecciones por Klebsiella, particularmente 
en hospitales, debido a cepas multirresisten- 
tes. Se considera que el tracto gastrointestinal 
es el reservorio principal y las manos del 
personal sanitario el principal vehículo de 
transmisión. Estas infecciones ocurren parti- 
cularmente en pacientes urológicos, neonatos 
y en las unidades de cuidados intensivos. 
Asimismo se han descrito cepas de Klebsiella 
productoras de enterotoxina y puede causar 
también infecciones de heridas y tejidos 
blandos [363]. 

La especie aislada con más frecuencia es 
Klebsiella pneumoniae, una causa de neumo- 
nía lobular primaria adquirida en la comuni- 
dad. Los alcohólicos y los pacientes con 
compromiso de la función pulmonar experi- 
mentan riesgo aumentado de neumonía, en 
particular por Klebsiella, debido a que son 
incapaces de eliminar las secreciones orales 
aspiradas hasta el tracto respiratorio bajo. La 
neumonía por Klebsiella cursa frecuentemen- 
te con destrucción necrótica de los espacios 
alveolares, formación de cavidades y expec- 
toración manchada de sangre. 


63 PEARESACIACIÓNE: BIOQUÍMICA, AN- 
TÍGENOS Y BIOBIPOS- 


Los miembros de este género tienen una 
cápsula prominente de polisacáridos, respon- 
sable del aspecto mucoide de las colonias 
aisladas y de la mayor virulencia de los gér- 
menes ¿n vivo. Esta característica la distingue 
de otras enterobacterias, excepto de algunas 
cepas de Enterobacter aerogenes y de Esche- 
richia coli. El mayor problema es poder 
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distinguir entre Klebsiella pneumoniae y 
cepas inmóviles de Enterobacter aerogenes 
que licuan la gelatina muy lentamente. La 
prueba de la ureasa puede ser decisiva en 
estos casos ya que Klebsiella pneumoniae es 
ureasa positiva en tanto que Enterobacter 
aerogenes es ureasa negativo [214]. 

Debido a dicha cápsula existen más de 80 
antígenos capsulares (AgK) que pueden ser 
utilizados para serotipar las diferentes espe- 
cies del género Klebsiella. 

Klebsiella oxytoca es bioquímicamente simi- 
lar a K. pneumoniae salvo porque es indol 
positiva y comparte también con K. pneumo- 
niae la tendencia a producir cápsulas que se 
manifiestan como colonias mucosas cuando 
han crecido en medios ricos en carbohidratos. 
Un alto porcentaje de cepas de muestras 
clínicas, y particularmente aquéllas pertene- 
cientes a infecciones nosocomiales, contienen 
el factor R que determina su resistencia a una 
amplia variedad de fármacos como f-lactámi- 
cos, cefalosporinas, arminoglucósidos, tetraci- 
clinas, cloranfenicol, sulfamidas y trimeto- 
prim. Todas la cepas de Klebsiella son resis- 
tentes a la ampicilina y esta resistencia puede 
residir en los genes del cromosoma o ser 
mediada por genes residentes en el cromoso- 
ma y en un plásmido. Las bacterias del géne- 
ro Klebsiella son generalmente buenos recep- 
tores para los factores R, un hecho que las 
puede convertir en agentes de enfermedades 
epidémicas nosocomiales graves. 

Estas bacterias poseen tanto el antígeno O 
(Cipopolisacárido, LPS) como el antígeno K 
(polisacárido), pero el tipado serológico está 
basado en el examen de los antígenos K, Esto 
es debido a que el número de tipos del antíge- 
no O es menor que el de antígenos K, y 
porque la determinación del antígeno O es 


obstaculizada por los antígenos K termoesta- 
bles [214, 3631. 


En la octava edición del Manual Bergey 
(1974) [66] se describieron tres especies en el 
género Klebsiella: K. pneumoniae, K. ozae- 
nae y K. rhinoscleromatis. Posteriormente 
K. ozaenae y K. rhinoscleromatis fueron 
considerados como subespecie de K. pneumo- 
niae en la primera edición del Bergey's Ma- 
nual of Systematic Bacteriology (Vol 1, 1984) 
[262], debido a que los estudios de recombi- 
nación del ADN habían demostrado que estas 
tres especies pertenecían al mismo grupo afín 
de ADN [58, 59, 60]. Tres subespecies de K. 
pneumoniae se han propuesto: K. pneumo- 
niae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae 
subsp. ozaenae, y K. pneumoniae subsp. 
rhinoscleromatis [363]. La descripción de 
cada una de las tres subespecies se correspon- 
de con la de las especies anteriores. 

Otra especie propuesta de Klebsiella es Kleb- 
siella terrigena, un nombre para cepas que se 
derivan principalmente de los entornos acuá- 
ticos y terrenos. También se ha propuesto, 
como nueva especie de Klebsiella, Klebsiella 
planticola, constituida por cepas que se 
aislaron principalmente de entornos foresta- 
les y del suelo [38, 159, 160, 198, 235]. 

En la edición del Bergey's Manual of Syste- 
matic Bacteriology, (Vol 1, 1984) el género 
Klebsiella se restringe a cepas inmóviles, 
pero se ha propuesto transferir Enterobacter 
aerogenes al género Klebsiella como Kleb- 
siella mobilis [38, 159, 160, 198, 235]. E. 
aerogenes está bioquímicamente y genética- 
mente tanto o más relacionado con Klebsiella 
que con la mayoría de las otras especies de 
Enterobacter [38, 59, 60, 159, 160, 198, 
2351. 
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E DIFERENCIACIÓN ENTRE : 
A> PNEUMONIAE [214] 


| “Características 


Producción de indol 
Rojo de metilo 
Voges - Proskauer 


Citrato de Simmons v 


| - 
P-gentibiosa + 
+ + 


mucato 


+ 


q. e. . “ 


Utilización del m-hidroxibenzoato 


Crecimiento a 10 


e 
Utilización del gentisato | 


Cepa tipo ATCC 11296 ATCC 13883 ATCC 13884 


Suma G + C del ADN 
(Mol %) (Tm) 36-58 
+ :90 a 100% de cepas positivas. — :90 a 100% de cepas negativas. 
O :75 a 89% de cepas positivas. O :75a 89% de cepas negativas. 


v ; porcentajes variables de positividad y negatividad dependiendo de la cepa. 
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TABLA 11.- PRINCIPA 


Características 


Especie 


K. oxytoca 


| subsp. ozaenae 


pneu- ; subsp. pneumoniae 


monlae ; . . 
¡ subsp. rhinoscleromatis 


K. terrigena 


E. hormaechei 


E. intermedius 


E. minipressuralis 


Producción de tido 


+10 


.. = 


= lo + + 
=i— - + + 
= i++ 


+ :90a 100% de cepas positivas. 
S :75 a 89% de cepas positivas. 


+ + + + 


— :90a 100% de cepas negativas. 
O :75 a 89% de cepas negativas. 


v : porcentajes variables de positividad y negatividad dependiendo de la cepa. 


. 150 
EE sa DE 
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Hterobacter A: “Hafnia 


Movilidad 


Ornitina descarboxilasa 
Arginina deshidrolasa 
Desoxirribonucleasa 


Sensibilidad a fagos de Hafnia 
Utilización del D-Sorbitol 


+ :90a 100% de cepas positivas. — :90 a 100% de cepas negativas. 
HD :75 a 89% de cepas positivas. O:753a 89% de cepas negativas. 
v : porcentajes variables de positividad y negatividad dependiendo de la cepa. 


Hiarsliis de la Gelana IE CT IC 


a 


b 


E. asburiae y casi la mitad de las cepas de E. hormaechei son inmóviles. 

E. agglomerans es negativo. 

$. odorifera biogrupo 2, S. plymuthica y S. rubidaea son negativas. 

S. grimesii es positiva, 

K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis y algunas cepas de K. pneumoniae subsp. ozaenae son 
negativas. 
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7.1 MORFOLOGÍA V/FISIOLOGÍ 

Las especies de este género se presentan 
como bastones rectos de 0,4-0,8 um de diá- 
metro por 1-3 um de longitud, gramnegativos 
y móviles por flagelos peritricos. La mayoría 
de las cepas se propagan con ciclos periódi- 
cos de migración que producen zonas concén- 
tricas, o se extienden en una película unifor- 
me, sobre las superficies húmedas de los 
medios de cultivo de agar o gelatina. Esta 
expansión de las colonias como en oleadas 
(ciclos periódicos de migración y consolida- 
ción) producen anillos concéntricos en la 
placa alrededor del punto de inoculación. 
Este fenómeno de colonización en oleadas de 
Proteus dificulta su aislamiento de las bacte- 
rias de otras especies contenidas en los espe- 
címenes patológicos cultivados en medios 
con agar y, por consiguiente, se han ideado 
métodos para prevenir la extensión de dicho 
fenómeno en las placas de cultivo, como 
incorporar sales biliares o detergentes, o 
reducir la concentración de cloruro sódico o 
aumentar la de agar. La incorporación de 
0,1-0,3 mM de p-nitrofenil-glicerol en medios 
de cultivo sólidos también inhibe el fenóme- 
no de oleada sin afectar a la formación de 
flagelos ni a la motilidad y, debido a su baja 
toxicidad para Proteus y otras bacterias, se 
está estudiando una aprobación de su uso en 
el laboratorio clínico. Los organismos de este 
género se ajustan a la definición de la familia 
Enterobacteriaceae. Son anaerobios facultati- 
vos y quimioorganotrofos, teniendo un tipo 
de metabolismo tanto respiratorio como 
fermentativo [214]. 

El porcentaje de bases G + C del ADN es de 
38-41 mol% (T,,) 

Especie tipo: Proteus vulgaris. 


La temperatura óptima de crecimiento es de 
37 *C. La D-glucosa y otros hidratos de 
carbono son catabolizados con producción de 
ácido y normalmente gas. Oxidasa negativos, 
catalasa positivos, y rojo de metilo positivo. 
Hidrolizan la urea y producen SH,. Las espe- 
cies varían en las pruebas de indol, Voges 
Proskauer y citrato de Simmons. La lisi- 
na-descarboxilasa y la arginina-dihidrolasa 
son negativas (sólo Proteus mirabilis descar- 
boxila la ornitina). La fenilalanina y el trip- 
tófano son desaminados oxidativamente; esta 
prueba es muy utilizada para diferenciar 
Proteus, Providencia y Morganella de otras 
enterobacterias [214]. 

Descompone la tirosina para producir un 
aclaramiento en medios de agar en el que el 
aminoácido insoluble se ha incorporado. 
Crecen en CNK, no utilizan el malonato, 
reducen los nitratos a nitritos y producen 
ácido de varios mono- y disacáridos. Una o 
más especies fermentan el glicerol, la malto- 
sa, la sacarosa, la trehalosa y la D-xilosa; 
pero no producen ácidos a partir del inositol 
ni de los tetra-, penta- o hexahidroxialcoholes 
de cadena lineal [374]. 


7.3 'SEROTIPOS Y ANTIGENICIDAD 


El serotipado de Proteus vulgaris y Proteus 
mirabilis puede lograrse a partir de 49 antíge- 
nos somáticos O, antígenos que usan el es- 
quema simplificado de Kauffmann y Perch 
(1966). Este esquema incluye cepas de ambas 
especies para preparar el antisuero O. Dieci- 
siete de los antígenos O están presentes en 
cepas de P. vulgaris, 27 en cepas de P. mira- 
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bilis, y 5 se encuentran en cepas de ambas 
especies. Tres antígenos O, designados A, B 
y C, y otros 11 designados 100-104 y 
200-205, han sido definidos en otros estudios 
pero no han sido incluidos sistemáticamente 
en el método extendido de Kauffmann-Perch. 
Los aislados se aglutinan generalmente en 
antisuero contra las cepas de las mismas 
especies y, por consiguiente, la separación de 
las serovariedades para facilitar esquemas 
individuales para cada especie facilita el 
serotipado. Las cepas frecuentemente aisla- 
das son P. mirabilis con antígenos O de los 
tipos 3,66 10 [374]. 

El número de antígenos flagelares (H) según 
el esquema de Kauffmann-Perch son 19. Los 
antígenos H más comunes son los tipos 1, 2 y 
3. Las reacciones cruzadas entre los antíge- 
nos H son numerosas y complejas. El uso de 
los antígenos H para diferenciar las cepas de 
Proteus ha estado limitado esencialmente a 
los estudios iniciales de Kauffmann y Perch 
de 1948. 

Se ha demostrado la existencia del antígeno 
capsular K en algunas cepas de P. vulgaris y 
P. mirabilis. No se ha estudiado la estructura 
antigénica de P. myxofaciens [374]. 


7.4 RESISTENCIAS INTRÍNSECAS 


Los P. vulgaris y P. mirabilis presentan una 
resistencia intrínseca a la bacitracina, polimi- 
xina y colistina pero son generalmente sus- 
ceptibles al ácido nalidíxico. Ambas especies 
presentan cepas tanto resistentes como sus- 
ceptibles a la nitrofurantoína y alas tetracicli- 
nas pero la proporción de cepas resistentes 
frente a esta última está en aumento. La 
mayoría de P. mirabilis y más de la mitad de 
las cepas de P. vulgaris es susceptible al 
cloranfenicol. Las cepas de P. mirabilis son 
generalmente susceptibles a las penicilinas y 
cefalosporinas mientras que las cepas de P. 
vulgaris son generalmente resistentes. La 
mayoría de las cepas de ambas especies son 
susceptibles a los aminoglucósidos. Ambas 


especies pueden adquirir plásmidos que 
codifican resistencias frente a antimicrobia- 
nos que dan lugar a un marcado aumento en 
la resistencia a los aminoglucósidos y/o a 
otros antimicrobianos a los que estas especies 
son generalmente susceptibles. La susceptibi- 
lidad frente a los antimicrobianos de P. myxo- 
faciens no se ha estudiado [374]. 


Las cepas de Proteus están extensamente 
distribuidas en la naturaleza. Podemos encon- 
trar bacterias de P. mirabilis y P. vulgaris en 
el estiércol, el suelo y las aguas contamina- 
das, donde se piensa que tienen una función 
importante en la descomposición de los 
materiales orgánicos. La más común de las 
dos especies es P. mirabilis. Ambas especies 
se pueden encontrar en el intestino de una 
amplia variedad de animales y en una gran 
parte de la población humana. P. myxofa- 
ciens no se ha aislado en humanos [214]. 

P. mirabilis y P. vulgaris pueden causar 
infecciones primarias y secundarias en el 
hombre. La infección del tracto urinario por 
Proteus vulgaris, y sobre todo por Proteus 
mirabilis, es la enfermedad más frecuente 
producida por miembros del género, aunque 
también pueden ocasionar otras infecciones 
extraintestinales. Un factor mencionado a 
menudo y que contribuye a la patogenicidad 
de estos microorganismos en el tracto urina- 
rio es la actividad de la ureasa, ya que las 
cepas de Proteus producen grandes cantida- 
des de esta enzima, que es capaz de descom- 
poner la urea en CO, y NH,. Eso eleva el pH 
de la orina y facilita la formación de cálculos 
renales por precipitación de sales. La mayor 
alcalinidad de la orina resulta perjudicial 
también para el uroepitelio. A pesar de la 
diversidad serológica de estos microorganis- 
mos, la infección no ha sido relacionada con 
ningún serotipo específico. Además, en 
contraste con E. coli, la presencia de pili 
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puede disminuir de hecho la virulencia de 
Proteus al facilitar la fagocitosis de los baci- 
los [3331. 

Las infecciones por Proteus del tracto urina- 
rio ocurren con más frecuencia en pacientes 
hospitalizados, quienes son más susceptibles 
a la infección debido a ciertas condiciones 
predisponibles como la cateterización, la 
cirugía o la instrumentación urológica del 
tracto urinario. Aproximadamente un cuarto 
de la población son portadores intestinales de 
Proteus, de forma que el paciente puede 
infectarse con su propia flora, aunque tam- 


. bién puede contraer la infección mediante la 


transmisión de las bacterias de otros pacien- 
tes o a partir de un reservorio común. 

Estas infecciones del tracto urinario también 
pueden dar lugar a bacteriemias que son 
difíciles de tratar y a menudo pueden ser 
fatales. 

Los bacilos del género Proteus, bajo condi- 
ciones adecuadas, pueden ser invasores 
oportunistas y causar lesiones sépticas en 
otros lugares del cuerpo, habiéndose aislado 
de las infecciones de heridas, quemaduras, 
tracto respiratorio, ojos, oídos y garganta 
[374]. 


7.6 TAXONOMÍA 


La clasificación del género Proteus ha cam- 
biado desde la 8* edición del manual de 
Bergey en el que se indicaba que este género 
estaba compuesto de cinco especies: P. vul- 
garis, P. mirabilis, P. rettgeri, P. morganii y 
P. inconstans. El P. myxofaciens, por otro 
lado, se excluyó del género Proteus porque se 
pensaba que esta especie era la misma que 
Erwinia herbicola (hoy Enterobacter agglo- 


merans). La prueba más convincente para los 
mayores cambios en la clasificación se derivó 
de los estudios del ácido desoxirribomucleico 
(ADN) [58, 61]. Se aceptaron dos especies de 
Providencia: especies de Proteus que estaban 
previamente en el subgrupo bioquímico A se 
trasladaron a Providencia alcalifaciens y 
aquellos que se encontraban en el subgrupo B 
a Providencia stuartii. Se encontró que Pro- 
teus rettgeri estaba más estrechamente rela- 
cionado con las últimas dos especies que con 
Proteus vulgaris o P. mirabilis y, por consi- 
guiente, se le asignó al género Providencia. 
Proteus morganii se encontró que no estaba 
más relacionado con Proteus y Providencia 
que con cualquier otra enterobacteria y se 
trasladó al género Morganella, el género 
propuesto anteriormente por Fulton en 1943. 
Proteus myxofaciens fue incluido en el géne- 
ro Proteus debido a su similitud fenotípica y 
a su relación de hibridación de ADN/ADN 
con P. vulgaris y P. mirabilis. Sa ADN está 
sólo un 10% relacionado con el ADN de una 
cepa de Erwinia herbicola [374]. 


Proteus vulgaris 

Las características generales son las descritas 
para el género, aunque se describen otras 
características más adelante en las tablas que 
siguen. Algunas cepas son hemolíticas en 
agar sangre, se encuentra en muestras clínicas 
con menos frecuencia que el P. mirabilis y 
generalmente son resistentes a las penicilinas 
y cefalosporinas. 

El porcentaje de bases G+C del ADN es de 
39,3 + 1,2 mol% (T,,) (Falkow et al., 1962). 
Cepa tipo: ATCC 13315. 
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TABLA 13.- PRINCIPALES CARACTERÍSTICAS D IFERENCIACIÓN BIOQUÍMICA 
0 0 DEMLA ESPECIE PROTEUS VULGARIS 1214]. e 


¿| Producción de ácidos a partir de: 
amar 
Citrato de Simmons o 


Hidrólisis de la urea mio-Inositol 


Ornitina descarboxilasa ¿  Maltosa 


Hidrólisis de la gelatina D-Manosa 
Gas de la D-Glucosa o O metil-D-Glucósido 
Desoxirribonucleasa 64 L-Ramnosa MS 


Efecto oleada D-Xilosa + 
+ :90a 100% de cepas positivas. — :90 a 100% de cepas negativas. 
$ :75 a 89% de cepas positivas. O :75 a 89% de cepas negativas. 


v : porcentajes variables de positividad y negatividad dependiendo de la cepa. 
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8. GÉNERO SALMONELLA. 


8.1 MORFOLOGÍA Y FISIOLA 


Los miembros de este género son bastones 
cortos y anchos de 0,5 a 0,8 um de grueso y 
1,0a3,5 um de longitud. Pueden ser móviles 
por flagelos peritricos o inmóviles, no espo- 
rulados. Son gramnegativos, aerobios o 
anaerobios facultativos, crecen bien en me- 
dios ordinarios, a un pH de 6 a8 y a tempera- 
turas entre 15 y 41 *C, aunque su temperatura 
Óptima de crecimiento es de 37 *C. Crecen 
bien en medios normales, pero las salmone- 
las, y las shigelas, presentan mayor resisten- 
cia que las otras enterobacterias a las sales 
biliares como el desoxicolato sódico y otros 
compuestos químicos como el verde brillante; 
del mismo modo pueden utilizar mejor el 
tetrationato y el selenito sódicos como fuente 
de energía. 


8.1.1 CARACTERÍSTICAS BIOQUÍMICAS 

La salmonelas producen ácido y gas (menos 
S. typhi), por fermentación, partiendo de 
glucosa, dextrosa, maltosa, manitol, dextrina 
y trehalosa. No fermenta ni sacarosa ni lacto- 


sa. No crece en malonato pero sí descarboxila 
la lisina. Producen SH, (menos $. paratyphi 
A), y no producen indol [333]. 


8.1.2 CARACTERÍSTICAS ANTIGÉNICAS 

La clasificación taxonómica del género Sal- 
monella siempre ha planteado problemas y 
han llegado a describirse más de 1.500 sero- 
tipos distintos de Salmonella. Este género, y 
su precursor Arizona, están tan estrechamente 
relacionados en las líneas evolutivas y en el 
grado de homología del ADN que se han 
considerado un solo género, el género Salmo- 
nella. 

Salmonella typhi y Salmonella typhimurium 
han sido recientemente incluidas en la subdi- 
visión gamma de la clase Proteobacteria 
mediante el análisis de la secuencia del RNA 
ribosómico 168 [82]. 


El análisis minucioso de la homología del 
ADN revela que el género consiste en una 
sola especie que se ha subdividido en siete 
subgrupos. Aunque se ha recomendado la 
designación de una sola especie (Salmonella 


TABLA 15. IDENTIFICACIÓN DE SALMONELLA, SHIGELLA Y YERSINIA [391]. 


SH, | LOC tndol| Urea 


S. enteritidis 


$. typhi 
Shigella 


Y. pestis 


B-galac. = B-galactosidasa  LDC= Lisina-descarboxilasa  v=variable  d=débil 
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enterica), la mayoría de los autores siguen 
usando el método convencional, que designa 
el epíteto de serotipo como nombre de espe- 
cie. 

En la novena edición del Manual Bergey 
[214] aparece el género Salmonella constitui- 
do por dos especies, S. bongori y $. cholerae- 
suis; esta última dividida en seis subespecies. 
La mayoría de las cepas (>99%) aisladas en 
los laboratorios clínicos pertenecen a Salmo- 
nella choleraesuis (subgrupo 1), subespecie 
choleraesuis [214]. 


Los miembros de cada uno de los siete sub- 
grupos de Salmonella pueden ser serotipados 
de acuerdo a los antígenos siguientes: 

- Antígeno somático O 

- Antígeno capsular de superficie Vi 

- Antígeno flagelar de Fase 1 

- Antígeno flagelar de Fase 2 


La descripción antigénica detallada de cada 
serotipo se presenta en una notación en donde 
los grandes grupos antigénicos están separa- 
dos por dos puntos O:Vi:F1:F2 [179, 214, 
3331. 


8.2 SÍNDROMES CLÍNICOS 


Las infecciones por Salmonella pueden mani- 
festarse en cuatro formas: enteritis, bacterie- 
mia, fiebre entérica y colonización asintomá- 
tica. En los casos graves también pueden 
producir daño fatal respiratorio, esplénico, 
hepático y neurológico, así como bacteriemia, 
meningitis, infección respiratoria y cardíaca, 
osteomielitis y otras infecciones locales. 

S. typhi produce una enfermedad febril, 
conocida como fiebre tifoidea. 

S. paratyphi A, S. schottmuelleri (amado 
antes $. paratyphi B) y S. hirschfeldii (cono- 
cido antes como S. paratyphi C) producen 
una forma leve de la enfermedad denominada 
fiebre paratífica. 

Salmonella choleraesuis causa gastroenteritis 
y fiebre entérica, especialmente en niños y 


Salmonella typhimurium es otro de los seroti- 
pos aislados con más frecuencia [179, 333, 
3911. 


(e 


El reservorio de las salmonelas gastroentéri- 
cas se encuentra en el tubo digestivo de 
prácticamente todos los animales como roe- 
dores, reptiles, gallinas y otras aves, vacas, y 
todos los animales domésticos en general, así 
como en humanos. 

El reservorio animal se mantiene por contacto 
entre animales y por el empleo de piensos 
contaminados con Salmonella y es importante 
para salmonelas que causan enteritis. Las 
salmonelas tifo-paratíficas se eliminan por 
heces desde el intestino y la vesícula biliar 
donde se multiplican. 

Tras la desaparición de la enfermedad, el 
foco biliar permanece eliminando microorga- 
nismos hasta pasados 2 Ó 3 meses y, en 
ciertos casos como personas con cálculos 
biliares, pueden estar eliminando bacterias 
durante toda su vida. Estos portadores cróni- 
cos constituyen el reservorio más importante 
de la enfermedad. 

Ciertos serotipos, como Salmonella typhi y 
Salmonella paratyphi A, B y C, están muy 
adaptados al hombre, teniéndolo como reser- 
vorio exclusivo, y no causan enfermedad en 
otros huéspedes. Sin embargo, algunas cepas 
de Salmonella están adaptadas a los animales, 
pero cuando infectan a los humanos pueden 
causar enfermedad grave (p. ej., Salmonella 
choleraesuis). Por último, muchas cepas no 
muestran especificidad de huésped y causan 
enfermedad tanto en el hombre como en otros 
animales. 


La mayoría de las infecciones se deben a 
ingestión de agua o productos alimentarios 
contaminados, o a contagio fecal-oral en los 
niños. 

Aunque la exposición a Salmonella es fre- 
cuente, resulta necesario un inóculo grande 
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(10% bacterias) para el desarrollo de enfer- 
medad sintomática. La enfermedad se produ- 
ce cuando el microorganismo tiene oportuni- 
dad de multiplicarse hasta alcanzar una 
concentración alta como, por ejemplo, en 
alimentos mal refrigerados. La dosis infeccio- 
sa necesaria es menor en individuos con 
factores de riesgo como edad, disminución de 


la acidez gástrica, inmunodepresión o proce- 
sos subyacentes (leucemia, linfoma, etc.). 

Las salmonelas pueden sobrevivir meses en 
cultivos húmedos y a temperaturas bajo cero, 
y durante semanas en aguas de bebida y en 
aguas fecales. Sin embargo muere si se man- 
tiene una hora a 56 “C o más, y por cloración 
de las aguas y pasteurización [179, 333, 391]. 
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Figura 2.1.- Pared celular de las bacterias gramnegativas 
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dría provocar la ruptura de la membrana 
celular, y la lisis osmótica, al ser la presión 
intracelular generalmente varias veces mayor 
que la extracelular, sobre todo en las bacte- 
rias grampositivas. También se ha observado 
que actúa como filtro, impidiendo la entrada 
de macromoléculas pero no el paso de agua y 
metabolitos esenciales, y parece intervenir en 
el movimiento y en la división celular [150, 
151, 443]. 


Determinados componentes de la pared 
celular bacteriana se comportan como poten- 
tes antígenos, tiene importancia como factor 
de adherencia a superficies epiteliales y sobre 
ella van a actuar ciertos antimicrobianos así 
como los bacteriófagos. 


La pared celular bacteriana también es muy 
importante como factor taxonómico ya que, 
mediante la tinción diferencial de Gram, las 
bacterias pueden diferenciarse en dos grandes 
grupos: grampositivas y gramnegativas. 


Aunque tanto las bacterias grampositivas 
como gramnegativas poseen pared celular, la 
estructura de ambas paredes es muy distinta. 
La pared de una bacteria grampositiva consta 


CAPÍTULO 2: LA PARED CELULAR BACTERIANA 


esencialmente de una sola capa de peptidogli- 
cano de 30 a 200 moléculas de espesor y que 
supone del 40 al 80 % del peso seco de la 
pared; no contienen lípidos ni proteínas, 
contienen ácidos teicoicos que funcionan 
como antígenos de superficie y externamente 
puede o no existir una cápsula o capa de 
limo. 

La pared de una bacteria gramnegativa está 
compuesta por dos capas fácilmente distin- 
guibles pero mucho más finas que la pared de 
una bacteria grampositiva. La más exterior es 
la membrana externa, que es una estructura 
bilaminar exclusiva de los procariotas gram- 
negativos y que está compuesta de lipopolisa- 
cáridos, fosfolípidos y proteínas. La segunda 
capa está situada internamente a la membrana 
externa y está compuesta de un fino estrato 
monomolecular de peptidoglicano que equi- 
vale sólo al 5 6 10 % del peso seco de la 
pared. El área entre la superficie interna de la 
membrana externa y la superficie externa de 
la membrana citoplásmica se conoce como 
espacio periplásmico, que es donde se en- 
cuentran una amplia variedad de enzimas y 
proteínas muy importantes para el metabolis- 
mo bacteriano [150]. 
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El componente de la pared celular también 
llamado peptidoglicano, glucopéptido, mureí- 
na, mucopéptido o mucocomplejo de Park, es 
un heteropolímero de azúcares y aminoácidos 
sintetizados únicamente por las células proca- 
riotas. Los peptidoglicanos presentan varia- 
ciones en su composición química y estructu- 
ra, de unas especies a otras, pero existen 
similitudes básicas entre todos ellos. De 
hecho, se conocen en la actualidad más de 
100 quimiotipos diferentes de peptidoglicano. 
Desde el punto de vista químico el peptido- 
glicano es un heteropolímero regular com- 
puesto de moléculas alternativas de N-acetil- 
glucosamina (GlcNAc) y de su éster láctico, 


N-acetilglucosamina 


Ácido N-acetilmurámico 
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el ácido N-acetilmurámico (MurNAc) ó 
3-o-lactilglucosamina, unidos entre sí me- 
diante enlaces glucosídicos B-1,4 y formando 
cadenas lineales de 10 a 65 unidades de 
disacárido (GlIcNAc-MurNAc). Al mismo 
tiempo, las moléculas de MurNAc, a través 
del grupo lactilo y mediante enlaces peptídi- 
cos, se hallan unidas a péptidos cortos com- 
puestos de 4 a 5 aminoácidos, que varían 
poco en su constitución, y que pertenecen en 
su mayoría al isómero conformacional D que 
habitualmente no se encuentra en ningún otro 
tipo de sustancia natural. Los aminoácidos 
integrantes de este péptido son generalmente 
la L-alanina, el ácido D-glutámico, el DAP 


Pentaglicina o 
enlace directo 


Figura 2.2.- Estructura general del peptidoglicano 
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(ácido meso-diaminopimélico ó 2,6-diamino- 
pimélico, en los gramnegativos) o la L-lisina 
(en los grampositivos) y la D-alanina. El 
DAP o la L-lisina de una cadena peptídica 
pueden formar enlaces peptídicos con la 
D-alanina de otra de las cadenas peptídicas 
perteneciente a otra cadena lineal de peptido- 
glicano, uniendo entre sí las cadenas lineales 
del heteropolímero. Muchas de estas cadenas 
peptídicas están entrecruzadas unas con otras 
confiriendo una gran rigidez a la estructura, 
siendo el grado y tipo de entrecruzamiento 
típico de cada especie. En las bacterias gram- 
negativas las cadenas peptídicas están inter- 
conectadas directamente entre sí mediante un 
puente entre el grupo carboxílico terminal de 
una cadena (D-Ala) y el grupo amino del 
DAP de la otra. En cambio, en las bacterias 
grampositivas, las cadenas peptídicas están 
interconectadas a través de otro corto pépti- 
do, quien generalmente es un pentapéptido de 
glicina, que forma un puente entre el grupo 
carboxílico terminal de una cadena (D-Ala) y 
el grupo amino de la L-lisina de la otra. [151, 
4431. 


La localización del peptidoglicano en este 
tipo de pared fue determinada por primera 
vez en Escherichia coli, comprobando que el 
peptidoglicano constituye la capa más interna 
de la pared, pudiendo aislarse como una bolsa 
delgada que mantiene la forma y el contorno 
de la célula original, una vez que los demás 
componentes de la pared han sido separados 
con tratamientos adecuados. El peptidoglica- 
no de las bacterias gramnegativas tiene un 
bajo grado de entrecruzamiento entre las 
cadenas de glicano y muchas de las cadenas 
peptídicas no se entrecruzan [333, 443]. 


En las paredes celulares grampositivas, el 
peptidoglicano puede tener entre 30 a 200 
moléculas de espesor, lo que supone del 40 al 
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80% del total del peso seco de la pared. Sin 
embargo, el peptidoglicano de la mayoría de 
las paredes de las bacterias gramnegativas 
está constituido por una capa monomolecular 
o como máximo bimolecular, constituyendo 
tan sólo del 5 al 10% del total del peso seco 
de la pared bacteriana [150, 333, 443]. 


La capa de peptidoglicano de la pared lleva 
una pequeña lipoproteína específica de peso 
molecular 7,2 kDa, llamada lipoproteína del 
peptidoglicano, o lipoproteína de Braun, que 
forma un puente de anclaje para la membrana 
externa. La región C-terminal de esta proteína 
es un resto de lisina que está unida mediante 
un enlace peptídico al tetrapéptido de la 
molécula del peptidoglicano, y más concreta- 
mente al grupo amino libre de la molécula de 
un ácido m-diaminopimélico que no esté 
implicado en entrecruzamientos en la capa de 
peptidoglicano. 

En el otro extremo de la proteína, en la región 
N-terminal, hay un resto de cisteína al que se 
unen tres ácidos grasos: uno se une al grupo 
amino terminal mediante un enlace de tipo 


.amida y los otros dos esterifican un resto de 


glicerol que está unido al grupo sulfhidrilo de 
la cisteína mediante un enlace tipo tioéter. 
Este extremo de la proteína, compuesta de las 
cadenas hidrófobas de los tres ácidos grasos, 
se inserta en la cara más interna de la mem- 
brana externa, anclando, por consiguiente, la 
capa de peptidoglicano a la membrana exter- 
na [349, 4431. 

Esta lipoproteína es muy abundante, existien- 
do 7x10* moléculas por célula, de las que 
aproximadamente un tercio están unidas al 
peptidoglicano [349]. A pesar de su abundan- 
cia y de su clara función estructural, la lipo- 
proteína del peptidoglicano no es aparente- 
mente esencial para la supervivencia ya que 
se han aislado cepas mutantes que crecen 
bien careciendo de esta proteína [443]. 
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El periplasma o espacio periplásmico es un 
espacio, inexistente en las bacterias grampo- 
sitivas, que está situado entre la membrana 
citoplásmica y la membrana externa de las 
bacterias gramnegativas y ha sido identifica- 
do por estudios ultraestructurales y bioquími- 
cos [150]. 

El espesor total del espacio periplásmico 
oscila entre 30 y 70 nm y se estima que puede 
constituir un 20-40% del volumen celular 
total [349]. 

El espacio periplásmico se encuentra lleno de 


un fluido, probablemente un gel, en el que se 
encuentra inmersa la capa o red móvil de 
peptidoglicano. 

En el periplasma se encuentran muchas enzi- 
mas como las f-lactamasas, proteasas y 
nucleasas, así como un gran número de pro- 
teínas que participan en la adquisición y 
transporte, al interior de la célula, de nutrien- 
tes y materiales implicados en diversos pro- 
cesos metabólicos del microorganismo [150, 
393, 4431. 


La membrana externa es una bicapa lipídica 
asimétrica cuya hoja interna está constituida 
de fosfolípidos y su hoja externa de lipopoli- 
sacáridos, entre otros constituyentes. Se 
encuentra recubriendo a la delgada capa de 
peptidoglicano de las bacterias gramnegati- 
vas, es exclusiva de los procariotas gramne- 
gativos y funciona como un filtro molecular 
que regula el paso de moléculas mayores de 
700 daltons hacia la célula. Tiene un espesor 
de 6 a 10 nm, dependiendo de la especie, y, al 
igual que la membrana celular, está formada 
por una bicapa lipídica que contiene fosfolí- 
pidos y proteínas, pero difiere de cualquier 
otra membrana biológica en la composición 
de lípidos y en el número de proteínas. La 
hoja más interna de la membrana está com- 
puesta de fosfolípidos de forma similar a la 
membrana citoplásmica, a la que se une en 
ocasiones mediante invaginaciones conocidas 
como uniones de Bayer [150]. Sin embargo, 
la hoja externa está compuesta casi en su 
totalidad de una molécula que posee una 
parte hidrofóbica y otra hidrofílica, es decir, 


anfipática: el lipopolisacárido (LPS) [349, 
443]. Esta sustancia, debido a su toxicidad, 
fue denominada originalmente endotoxina y 
se encuentra siempre en el exterior de la 
célula pues, excepto durante su formación, 
nunca pasa al interior celular. 

Las proteínas de la membrana externa de las 
bacterias gramnegativas se encuentran en 
poca variedad, pero las que podemos encon- 
trar se hallan en gran número [191], lo que 
origina una cantidad total en peso mayor que 
la que se puede encontrar en la membrana 
citoplásmica. 

Algunas de estas proteínas atraviesan de parte 
a parte toda la membrana externa, por lo que 
se denominan proteínas transmembrana. A 
este grupo pertenecen una variedad de proteí- 
nas, conocidas como porinas que tienen la 
particularidad de formar agregados de tres 
moléculas atravesadas por un poro o canal, lo 
cual hace que pongan en comunicación el 
espacio extracelular con el espacio periplás- 
mico, permitiendo la difusión de moléculas 
hidrofílicas menores de 700 Da a través de la 
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membrana. Las moléculas de mayor tamaño 
difunden a través de proteínas de canal 
específico que constituyen sistemas de trans- 
porte específicos para estos compuestos. Otro 
tipo de proteínas transmembrana son las 
proteínas integrales que parece que están 
implicadas en el mantenimiento de la estruc- 
tura de las membranas y la pared. Las protef- 
nas periféricas, o de superficie, cuyo princi- 
pal cometido es actuar de diana para determi- 
nadas sustancias o elementos como los fagos 
[191]. 

En esta membrana también podemos encon- 
trarnos con una lipoproteína, denominada 
lipoproteína de Braun, insertada en esta 
membrana y que la une con la capa del pepti- 
doglicano, dándole rigidez al conjunto [150, 
3331. 


La membrana externa tiene una gran impor- 
tancia para las bacterias gramnegativas, 
puesto que presenta una superficie externa 
con fuerte carga negativa, lo que es importan- 
te para evitar la fagocitosis y la acción del 
complemento. Asimismo proporciona una 


3.4) EL LIPOPOLISACARIDO (EPS). 


Los LPS son moléculas complejas, situadas 
en la hoja externa de la membrana externa de 
casi todas las bacterias gramnegativas. La 
mayor parte de los trabajos sobre la estructu- 
ra de los LPS han sido realizados sobre los 
LPS presentes en la membrana externa del 
género Salmonella [410]. Los LPS tienen 
unos pesos moleculares superiores a 10 kDa, 
varían en su composición química e intervie- 
nen en la configuración de la membrana 
externa de forma análoga a los fosfolípidos 
en la formación de la membrana citoplásmi- 
ca, es decir, insertando el extremo hidrófobo 
de su molécula en el lado hidrófobo de la 
membrana externa y situando su extremo 
hidrófilo de forma que se proyecte en el 


barrera de permeabilidad que incrementa la 
resistencia a los agentes tóxicos; entre estos 
se encuentran elementos de defensa del 
huésped como la lisozima, la betalisina y la 
proteína leucocitaria, muy tóxicos frente a 
bacterias grampositivas, que carecen de la 
membrana externa. Esta membrana también 
protege de algunas sustancias presentes en el 
tracto digestivo, como las sales biliares y las 
enzimas digestivas, así como a una amplia 
gama de antimicrobianos [151, 443]. 

La doble composición polisacári- 
da/hidrofílica y lipídica/hidrofóbica de la 
membrana externa le permite excluir tanto a 
sustancias hidrofílicas como hidrofóbicas; 
ello podría ocasionar un gran problema de 
aporte de nutrientes para la bacteria ya que 
gran parte de las sustancias no podrían atra- 
vesarla. Para obviar parte de este inconve- 
niente, las bacterias gramnegativas incluyen 
en su membrana externa ciertas proteínas 
transmembrana denominadas porinas, a 
través de las cuales pueden difundir pequeñas 
moléculas hidrofílicas [150, 191, 333]. 


medio externo [333]. 

La molécula anfipática del LPS se compone 
de tres regiones distintas: el lípido A (hidro- 
fóbico), la región polisacárida central R 
(core) y la cadena lateral O, antígeno O o 
polisacárido específico O (hidrofílico) [151]. 


El lípido A es la región hidrófoba del LPS, 
actúa como anclaje en la membrana y ocupa 
el lugar de los fosfolípidos en la hoja exterior 
de la bicapa de la membrana. Está formado 
por un disacárido fosforilado de la glucosa- 
mina cuyos grupos hidroxilo han sido esteri- 
ficados, en su mayoría, por 3-hidroxiácidos 
grasos, característicos de la molécula, y 
cuyos grupos B-hidroxilos son, a su vez, 


O Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004 


CAPÍTULO 2: La PARED CELULAR BACTERIANA 


pl 
Glu-GIcNAc 
Centro Polisacárido el 
o 
Cadena Central R fi-Gal 
o GMH 


1 
Core GMHBO-EoIN 


KDO 
KDO-KDO(B)-EOIN 


Antígeno O 
o 
Cadena lateral Ejemplo: (repetido hasta 40 veces) 


Unidad repetida 


pág. 39 


Cadena lateral 
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Lípido A 
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KDO  = Ceto-deoxi-octulonato 

GMH  = i-Glicero-D-manoheptosa 
Ácido B-hidroximirístico Ca] 
= Ácido lauroximirístico 
= Acido miristoximirístico 
= Etanolomina 
= Glucosa 

GICNAC = N-Acetilglucosamina 

Gal = Galactosa 


Figura 2.3.- Lipopolisacárido (LPS) de la célula gramnegativa. A, estructura general del polímero que muestra 
la disposición de los componentes principales, B, estructura del lípido A de Salmonella typhimurium. C, centro 


polisacárido o cadena central R o core. D, unidad repetida típica de 
antígeno O. 


Salmonella typhimurium: cadena lateral o 
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esterificados por otros ácidos grasos (no f- 
hidroxílicos), originando la estructura carac- 
terística 3-acil-oxi-acil. 

Por tanto, el lípido A: 

- — Tiene seis o siete ácidos grasos en vez de 
los dos típicos de un fosfolípido. 

- Todos los ácidos grasos presentes en el 
lípido A son saturados, a diferencia de los 
presentes en los fosfolípidos. Algunos de 
estos ácidos grasos se unen directamente 
al dímero de glucosamina y otros lo ha- 
cen esterificando a los 3-hidroxiácidos 
grasos. 

. Es poco antigénico pero se identifica 
como la endotoxina, por lo que es el 
responsable de la toxicidad y el cuadro de 
choque séptico que puede aparecer en las 
toxiinfecciones causadas por las bacterias 
gramnegativas. 


La región central R de oligosacárido tiene 
una composición bastante estable entre las 
diferentes especies y está compuesta por una 
corta cadena de azúcares, dos de los cuales 
son poco frecuentes: el ácido 2.ceto-3- 
desoxioctónico (KDO), exclusivo del LPS, y 
una heptosa. Esta región central R queda 
unida a la posición 6 de un resto de glucosa- 
mina del lípido A. 


La cadena lateral hidrófila O, también 
compuesta por azúcares, queda unida a su vez 
a la región central R y se extiende en direc- 
ción distal hacia el exterior de la célula, 
quedando inmersa en el medio extracelular. 
Está formada por múltiples unidades repeti- 
das de tetra o pentasacáridos, variando el 
número, composición y secuencia de estos 
azúcares según la especie bacteriana, y es la 
responsable de la especificidad del antígeno 
O. Constituye la zona más externa de la 
bacteria y le confiere a la superficie bacteria- 
na un carácter hidrofílico que impide la 
penetración de compuestos hidrofóbicos, 
entre ellos compuestos lesivos para las bacte- 
ras tales como las sales biliares y determina- 
dos antimicrobianos. 


Este carbohidrato es antigénico y constituye 
el antígeno O o antígeno somático, uno de los 
antígenos fundamentales de las bacterias 
gramnegativas. Su especificidad varía con el 
número, composición y secuencia de sus 
azúcares, basándose en ello la serotipación de 
muchas especies bacterianas gramnegativas 
como las salmonelas, de las que se conocen 
cientos de serotipos diferentes [150, 333]. 
Además de las variaciones en la composición 
del antígeno O, respecto al tipo de azúcares 
que lo componen, existe variación en lo que 
respecta al número de unidades repetidas 
presentes en la cadena lateral del LPS. La 
mayoría de las bacterias gramnegativas sinte- 
tizan moléculas de LPS con cadena lateral de 
longitud completa, pero algunas especies sólo 
fabrican moléculas cortas del antígeno, y en 
algunos pocos casos casi no sintetizan polisa- 
cárido específico O. Además, se han aislado 
y estudiado células mutantes defectuosas en 
la síntesis de este antígeno O. Todas las for- 
mas químicas de LPS con cadena lateral muy 
corta (poco más de una unidad del tetrasacá- 
rido) o sin ninguna cadena lateral, se conocen 
como moléculas «rugosas» (R), en oposición 
a las moléculas «lisas» (L) de tamaño de 
cadena completo. Esta terminología se basa 
en la morfología de las colonias que produ- 
cen cada tipo celular; así las bacterias que 
tienen un LPS truncado aparecen como colo- 
nias de bordes rugosos cuando crecen en 
placas de agar, en tanto que las que tienen 
moléculas de LPS con longitud completa 
aparecen como colonias lisas. De igual mane- 
ra se ha demostrado, en cepas mutantes, que 
la presencia del antígeno O del LPS no es 
esencial para la viabilidad celular, aunque sí 
lo es la presencia del lípido A. Se debe tener 
en cuenta, sin embargo, que la presencia de 
antígeno O es importante para la resistencia 
a ciertos antimicrobianos, y puede serlo para 
la supervivencia en el huésped [333], 


La biosíntesis del LPS es estrictamente se- 
cuencial y se inicia en la porción del lípido A 
a partir del cual se forma el oligosacárido de 
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la región central por adiciones sucesivas de 
azúcar, añadiéndose finalmente la cadena 
lateral O. La región más interna compuesta 
por el lípido A y los tres restos de KDO 
parecen ser esenciales, no así el resto de la 
molécula [150, 349, 443]. 


Los cationes juegan un papel crucial en la 
organización y el mantenimiento de la capa 
de LPS. Los iones como el Na”, K*, Ca” y, 
sobre todo, el Mg”* estabilizan la membrana; 
de tal manera que si eliminamos estos iones 
con agentes quelantes podremos disociar 
totalmente la membrana externa; asimismo la 
adición de iones de Mg?* la estabilizan. Esto 
es debido a que la parte proximal del sacárido 
del LPS tiene unos grupos cargados negativa- 
mente que se solapan y producen fuertes 
repulsiones electrostáticas entre las molécu- 
las del LPS. Los cationes se sitúan entre ellos 
y evitan estas repulsiones [349]. 


Mecanismo de acción del LPS como 
endotoxina 


El LPS es una toxina termoestable, que resis- 
te incluso la esterilización en autoclave, y que 
es liberada por las bacterias gramnegativas al 
morir y lisarse. Esa actividad endotóxica se 
asocia con el componente lípido A y provoca 
un amplio espectro de efectos fisiopatológi- 
cos. 

En pequeñas cantidades, la endotoxina, no 
entraña ningún peligro para la salud puesto 
que ya la flora gramnegativa del tubo digesti- 
vo genera pequeñas cantidades de endotoxina 
que llegan al hígado por vía portal, siendo 
metabolizadas por las células del sistema 
reticuloendotelial sin que el organismo sufra 
ningún daño. 

En cantidades mayores, el LPS actúa como 
activador de una variedad de mediadores 
inflamatorios, lo que incluye activación de la 
cascada del complemento por la vía alternati- 
va y activación del factor de necrosis tumoral 
e induce a los macrófagos y otras células 


como las células endoteliales a la producción 
de las interleucinas 1, 6 y 8, y las prosta- 
glandinas. En cultivo celular, el LPS se mues- 
tra tóxico para los fibroblastos y otras líneas 
celulares. Además es pirógeno, activa los 
linfocitos B, causa agregación de las plaque- 
tas, aumenta la resistencia a ciertos antimi- 
crobianos, proporciona resistencia a la 
fagocitosis y desempeña un papel en la 
resorción ósea. 

Cuando la cantidad de endotoxina presente en 
la sangre es suficientemente alta como en las 
bacteriemias y sepsis por bacterias gramnega- 
tivas, se produce el paso directo de la endoto- 
xina a la circulación general, produciendo 
fiebre, leucopenia y alteraciones vasculares, 
pudiendo llegar al choque séptico irreversi- 
ble, la coagulación intravascular diseminada 
y el colapso cardiovascular, produciendo la 
muerte en una o dos horas. 

La patogenia de estos fenómenos no se cono- 
ce con certeza, pero diversas investigaciones 
han sugerido que pueden ser el resultado de 
la activación e interacción de diversos siste- 
mas de proteínas plasmáticas, en especial de 
los sistemas del complemento, coagulación, 
fibrinólisis y quininas. 

Así pues, en términos biológicos el LPS de 
las bacterias gramnegativas es uno de los 
componentes más activos, desde el punto de 
vista patógeno, de los procariotas [333]. 


La endotoxina, en cantidad suficiente, es 
capaz de activar: 


1) El sistema del complemento por la vía 
alternativa, liberando fragmentos de C3a y 
C5a con acción quimiotáxica y anafilotóxica, 
que conduce a desgranulación de los polimor- 
fonucleares y células cebadas, con la conse- 
cuente liberación de productos lisosómicos y 
sustancias vasoactivas. 


2) La agregación y lisis plaquetaria, con 
liberación de sustancias vasoactivas (histami- 
na, serotonina, quininas) que serían responsa- 
bles del aumento de la permeabilidad vascu- 
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lar, de la vasoconstricción periférica y de la 
producción del choque séptico. 


3) El factor de Hageman (factor XII de la 
coagulación), que a su vez activará el sistema 
intrínseco de la coagulación, el sistema de 
fibrinólisis y la precalicreína [394, 396]. 
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4) Depresión directa de la función del ven- 
trículo izquierdo y por tanto puede ser la 
principal mediadora de la disfunción y el 
colapso cardiovascular observado en el cho- 
que séptico, según sugiere un reciente estudio 
[1411]. 


3.B) PROTEÍNAS 


Las proteínas constituyen cerca de la mitad 
de la masa de la membrana externa; estas 
proteínas de la membrana externa, salvo raras 
excepciones, no son del mismo tipo que las 
que se encuentran en la membrana citoplás- 
mica, 

Se encuentra poca variedad de proteínas en la 
membrana externa de las bacterias gramnega- 
tivas, pero las que podemos encontrar se 
encuentran en gran número, lo que origina 
una cantidad total en peso mayor que la que 
se puede encontrar en la membrana citoplás- 
mica. Algunas de estas proteínas atraviesan 
de parte a parte toda la membrana externa, 
por lo que se denominan proteínas trans- 
membrana. Á este grupo pertenecen una 
variedad de proteínas, conocidas como pori- 
has, que tienen la particularidad de formar 
agregados de tres moléculas atravesadas por 
un poro o canal, lo cual hace que pongan en 
comunicación el espacio extracelular con el 
espacio periplásmico, permitiendo la difusión 
de moléculas hidrofílicas menores de 700 Da 
a través de la membrana. Las moléculas de 
mayor tamaño difunden a través de proteínas 
de canal específico que constituyen sistemas 
de transporte específicos para estos compues- 
tos. Otro tipo de proteínas transmembrana 
son las proteínas integrales que podrían 
estar implicadas en el mantenimiento de la 
estructura de las membranas bacterianas y de 
la pared celular. Las proteínas periféricas, o 
de superficie, cuyo principal cometido es 
actuar de diana para determinadas sustancias 
o elementos como los fagos [191, 393]. 


Porinas 


Las porinas son un tipo de proteínas trans- 
membrana existentes en la membrana externa 
de las bacterias gramnegativas. Existe una 
amplia variedad de porinas que se diferencian 
por el tamaño del canal que forman y por las 
condiciones ambientales que estimulan su 
síntesis. El diámetro de estos poros oscila, 
como media, entre 1 y 1,2 nm, aunque en 
ocasiones puede llegar a los 2 nm como en el 
caso de la OprF de Pseudomonas aeruginosa 
o la “recién” descubierta OmpG de Escheri- 
chia coli K12 [136, 322], e incluso los 2,3 nm 
en Spirochaeta aurantia [349, 461]. Las 
porinas forman auténticos poros que cons- 
tituyen canales de paso por los que penetran 
compuestos hidrofílicos de hasta 700 daltons 
excluyendo compuestos hidrofóbicos [150]. 
Están formadas por oligómeros (trímeros) de 
proteína en el que cada monómero tiene un 
peso molecular comprendido entre 32 y 48 
kDa. Cada uno de estos monómeros consta de 
un canal cuyo poro se abre, por el lado extra- 
celular, sobre la superficie externa de la 
membrana externa; posteriormente dicho 
canal se dirige hacia el centro del trímero de 
proteína, al nivel medio de la membrana 
externa, donde confluyen los tres canales que 
provienen de cada uno de los tres monóme- 
ros, en un único canal central que continúa su 
curso hasta desembocar, por el otro extremo 
del trímero de proteína, en la superficie de la 
hoja interna de la membrana externa, es 
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decir, en el espacio periplásmico por donde 
aparece como un poro sencillo. 

Esto da una idea de la indivisibilidad funcio- 
nal de una de estas estructuras. Cada monó- 
mero es un auténtico canal acuoso que permi- 
te el paso de múltiples sustancias, desde 
iones hasta antimicrobianos. La difusión de 
estos antimicrobianos a través de la membra- 
na externa depende del número de moléculas 
de porinas presentes, de la naturaleza de 
dichas porinas en la que la composición en 
aminoácidos (carga y polaridad) condiciona 
fuertemente la arquitectura, y del carácter 
funcional de la porina. Este carácter depende 
sobre todo de la composición del bucle L3 
que determina el diámetro del canal que 
forma el poro y deja pasar determinadas 
moléculas en función de su tamaño, su carga 
y su hidrofobicidad [349]. 

Hoy se conocen las estructuras cristalográfi- 
cas de cinco de estas porinas y muestran 
trímeros de “barriles” f que consisten en 
cadenas Pf antiparalelas que atraviesan la 
membrana externa con una pequeña inclina- 
ción sobre la perpendicular. En cada una de 
las cinco porinas, el número real de cade- 
nas f es 16 ó 18; sin embargo, análisis basa- 
dos en genética molecular sugieren entre 8 y 
32 cadenas para otras proteínas de la mem- 
brana externa. Las cadenas [3 se conectan, al 
lado del periplasma, por estiramientos cortos 
de aminoácidos que forman un codo $ y, al 
lado externo, por largos bucles. Los residuos 
de cada uno de estos bucles se presentan de 
tres formas: se repliegan en el canal para 
formar la porción más estrecha del canal 
(bucle 3), o se extiende para contactar con un 
monómero adyacente (bucle 2) del trímero de 
la porina, o permanecen en la superficie 
(boca) del canal [191]. 

En la figura 2.4 se observa la estructura de la 
proteína OmpF [133]. 

Por otra parte, la estabilidad de estos oligó- 


meros varía dependiendo de su fuente. En un 
extremo, los trímeros de E. coli y $. typhimu- 
rium son muy estables y no se disocian hasta 
que son desnaturalizados por calor en SDS. 
En el extremo contrario, la porina de P. 
aeruginosa se disocia en sus monómeros 
siempre que se extrae con SDS a temperatura 
ambiente. Los monómeros de porina de E. 
coli desnaturalizados durante el proceso de 
disociación son inactivos formando canales 
cuando se someten a un ensayo de reconsti- 
tución. Sin embargo, los monómeros de 
porina de P. aeruginosa muestran una alta 
actividad para formar canales durante el 
ensayo de reconstitución. De todas formas no 
está claro aún cómo las porinas pueden for- 
mar canales sin estar agregados en oligóme- 
ros dentro de bicapas o liposomas [228, 349]. 


Se ha sugerido que las porinas se clasifiquen 
en tres tipos: porinas generales que tienen 
una selectividad mínima por el sustrato, 
porinas específicas o de canal específico que 
son selectivas para el sustrato porque tienen 
un sitio de unión específico dentro del canal, 
y porinas de apertura selectiva [191] o de 
acceso específico que tienen canales que son 
normalmente inaccesibles, pero que se presu- 
me que pueden ser abiertos cuando se le una 
el correspondiente sustrato específico. Aun- 
que son raros, se conocen casos específicos 
de porinas de canal específicas para un sus- 
trato y porinas de apertura selectiva, que se 
encuentran involucradas en la penetración de 
moléculas de antimicrobianos; por ejemplo, 
la porina aminoácido-específica OprD de 
Pseudomonas aeruginosa es también una 
porina de canal específico para el imipenem. 
Sin embargo, los canales predominantemente 
involucrados en la penetración de moléculas 
de antimicrobianos son las porinas generales 
[191]. 
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o Lo ire ole e A Tamaño molecu- 
Especie bacteriana. .  Porinma . | lardelmonó-=. Jarmáximode | 
mero (kDa) |, | pasofdaltons) . 


OmpK 
Le (HK 253) 
NmpC 
PhoE 


Escherichia coli 


OmpC (36K) 
Salmonella OmpF (35K) 
typhimurium OmpD (34K) 
PhoE 


Enterobacter 
cloacae 


Citrobacter freundii 


Klebsiella pneumoniae PhoE 


Proteus mirabilis 1- 1,18 O ND | 
Proteus vulgaris | 1,26 ND 


* Especies de enterobacterias estudiadas.en esta tesis, ND = No Determinado . 


OmpC de É. coli es receptora para los fagos 'Tulb y Mel 

OmprF de E. coli es receptora para el fago Tula 

OmprF es reprimida por temperatura y presión osmótica elevadas 

OmpK está presente en cepas capsuladas de E. coli K12 

OmpD, descrita en S. typhimurium y E. cloacae, no está presente en E. coli 

PhoE se expresa en respuesta a disponibilidades deficitarias de fosfato. 

Le es la proteína 2, codificada por profago en E. coli 

OmpS| es otra porina que parece haberse descubierto en Salmonella typhi [137, 361] 
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Las porinas OmpC y OmpF 


En Escherichia coli y Salmonella typhimu- 
rium, se han descrito dos porinas mayores, la 
OmpC y la OmpF. La síntesis de estas pori- 
nas está controlada por la presión osmótica y 
la temperatura. La inclusión del 10% de 
sacarosa en el medio de cultivo y el aumento 
simultáneo de la temperatura de crecimiento 
a 42 “C, reprime la producción de la porina 
OmprF. Debido a ello, se presume que esta 
porina es expresada por la bacteria cuando 
tiene que sobrevivir fuera del cuerpo de 
animales de sangre caliente, en ambientes de 
baja osmolaridad y baja temperatura; igual- 
mente, su mayor diámetro de poro le confiere 
ventajas para asimilar los nutrientes de este 
tipo de entorno [349]. En estas dos especies 
la disminución cuantitativa de la porinas 
conlleva un aumento de la resistencia a los 
P-lactámicos y otros antimicrobianos por 
impermeabilidad de la membrana. 

En cepas de Escherichia coli K12 se ha 
descrito un nueva porina, la OmpG, que 
presenta el mayor tamaño de poro conocido 
en este género con un diámetro de 2 nm 
[136]. 


En Escherichia coli, la pérdida de la porina 
OmpC no modifica la CMI a B-lactámicos, 
debido a que éstas pasan preferentemente por 
la OmpF quizás porque posee un tamaño de 
poro ligeramente más grande que el de la 
OmpcC [461]. 

Los mutantes de Escherichia coli desprovis- 
tos de la porina OmpF son de 4 a 8 veces más 
resistentes a la ampicilina y a la cefoxitina, 
aunque no varían su sensibilidad a la cefalori- 
dina que es un antibiótico con carga global 
neutra (zwitteriónico). 
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La ausencia conjunta de la dos porinas OmpC 
y OmpF aumenta aún más la resistencia y 
disminuye la permeabilidad a los 
B-lactámicos, incluyendo en este caso a los 
antibióticos como la cefaloridina, al cual 
aumenta la resistencia de 8 a 16 veces. De 
todas maneras, el efecto de estas mutaciones, 
es poco marcado para la mayoría de los 
B-lactámicos y en particular para la cefalos- 
porinas de tercera generación donde la CMI 
aumenta sólo de 2 a 4 veces; excepción hecha 
del moxalactam, sustancia dianiónica, en el 
que la CMI aumenta de 4 a 8 veces [497]. 


Figura 2.4.- Superficie periplásmica de 
trímeros de porina OmpFreconstituida en 
un cristal 2D observada mediante Micros- 
copía de Fuerza Atómica (MFA) en una 
solución 300 mM de KC] y 10 mM de 
Tris-HCL, a pH 7.4. Los trímeros exhiben 
una protusión de 4-5 Á desde la superfi- 
cie de la bicapa que separa los tres cana- 
les elípticos. El rectángulo blanco marca- 
do mide 79x138 Á y la profundidad de la 
capa es de unos 15 Á [133]. 
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Figura 2.5.- Modelos atómicos de la 
porina OmpF obtenidos a partir de crista- 
les 2D porina-lípido. 


a) Cristalografía de rayos X del trímero 
de porina de OmpF: La cinta verde repre- 
senta el plegamiento en barril beta encon- 
trado en los canales de porinas. La super- 
ficie azul representa un mapa de la densi- 
dad electrónica calculado con una resolu- 
ción de 15 Á a partir de la estructura 
atómica, la cual se representa en color 
ámbar. 
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b) Topografía de una superficie experi- 
mental del pliegue de una doble capa 
reconstituida de cristales 2D porina-lípido 
como se ve con MFA. 

e) Mapa de densidad electrónica de los 
trímeros de porina de un cristal 2D 
porina-lípido reconstituido, visto median- 
te topografía de superficie con MFA y 
una resolución de 15 Á. 

d) Moléculas de DMPC (clorhidrato de 3- 
cloro-N, N-dimetilpropilamina) modeladas 
a escala atómica para el estudio de las 
interacciones proteína-lípido [197]. 
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Figura2.6.-  Topografías de superficie 
mediante MFA representando la superfi- 
cie periplásmica (A) y extracelular (B) de 
cristales de porina-fosfolípido de OmpF 
con sus correspondientes modelos de los 
trímeros de porina derivados de su estruc- 
tura atómica. 


(A) Topografía de la superficie periplás- 
mica (izquierda). La resolución lateral fue 
de 8-15 Á. La estructura de los trímeros 
de porina de OmpF fue representada a 15 
Á de resolución lateral (derecha) para 
generar un modelo de la proteína (rojo) 
dentro del cristal 2D (azul). 
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Los contornos tipo cebra (azul claro y 
oscuro) que recubre la topografía transpa- 
rente de la MFA, marca zonas de eleva- 
ción similar con una diferencia de +1Á, 
siendo el grosor de una capa de unos 61 Á 


+24. 


(B) Topografía de la superficie extrace- 
lular (izquierda). En el modelado se pre- 
sentan las tres protuberancias del trímero 
en el centro, rodeado por trímeros adya- 
centes. Los triángulos marcan un triple eje 
de un trímero de porina. La barra de esca- 
la representa 10 nm [431]. 
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Figura 2.7.- Dos conforma- 
ciones de la porina OmprF, e 
identificadas mediante mi- 
croscopía de fuerza atómica 
(MFA)), son comparadas con 
el modelo derivado de la es- 
tructura atómica. 

a) Datos en bruto de un cris- 
tal trigonal 2D que presenta 
la morfología característica 
de la superficie extracelular 
de los trímeros de porina. En 
el recuadro inferior izquierdo, 
sobre los datos generados por 
la MFA, se representa el mo- 
delo en el que el recubrimien- 
to aparece en transparencia, 
en azul claro y oscuro, en 
tanto que el trímero aparece 
en rojo opaco. Este modelo 
fue generado a partir de los 
datos de la figura inferior 
derecha. 

b) Una morfología diferente 
se obtiene del mismo cristal 
trigonal a un nivel diferente; 
la comparación de la figura 
inferior derecha con el mode- 
lo (izquierda, en color, como 
arriba), nos presenta que el 
dominio extracelular está des- 
plazado 5 Á hacia el triple eje 
del trímero de porina. Los 
centros de las protusiones 
están indicados con puntos 
rojos. Las barras de escala 
representan 10 nm [431]. 
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Biosíntesis de las porinas OmpF y OmpC y su papel en 
la resistencia a antimicrobianos. 


La biosíntesis de las porinas está regulada por 
numerosos genes en los que la expresión 
depende de las condiciones ambientales de la 
bacteria. En Escherichia coli y Salmonella la 
expresión de los genes ompF y ompC está 
sometida a un mecanismo complejo de regu- 
lación transcripcional por los genes de con- 
trol ompR y envZ donde la acción está básica- 
mente regulada por las condiciones de osmo- 
laridad del medio. La proteína EnvZ, que 
constituye el elemento sensible de este siste- 
ma de osmorregulación, es capaz de fosforilar 
a la OmpR que interviene entonces sobre la 
transcripción de ompF y ompC. Otros genes 
como el micF pueden impedir la expresión de 
ompF mediante la síntesis de un ARN inverso 
capaz de impedir la traducción del ARNm de 
la OmpF [46, 130, 304, 310]. 


Estos genes pueden sufrir múltiples mutacio- 
nes y abolir la expresión de los genes ompF 
y/o ompC, dando lugar a la aparición de 
resistencia cruzada con los antimicrobianos 
que utilizan la vía de las porinas como los 
P-lactámicos, las quinolonas, el cloranfeni- 
col, las tetraciclinas y el trimetoprim. Aunque 
los aminoglucósidos pueden utilizar la vía de 
las porinas, no se ha demostrado ninguna 
resistencia cruzada directamente relacionada 
con la reducción de la permeabilidad debido 


ala disminución del número de porinas en las 
enterobacterias. Asimismo la resistencia 
cruzada que pueda originarse entre los dife- 
rentes antimicrobianos, se acompaña sólo de 
un aumento de 4 a 8 veces la CMI de base 
para el antimicrobiano en cuestión [340]. 


Enterobacter sp. está tomando un papel 
preponderante en las septicemias por bacte- 
rias gramnegativas debido a que una de sus 
características más importantes es la apari- 
ción, durante el tratamiento, de resistencias a 
los antimicrobianos, y en particular cuando 
para dicho tratamiento se utilizan cefalospori- 
nas como moxalactam, cefotaxima, ceftazidi- 
ma, ceftriaxona, cefoperazona y ceftizoxima. 
Estas resistencias se explican por un mecanis- 
mo doble: por una parte se produce una 
hiperproducción de cefalosporinasas cromo- 
sómicas, que es el mecanismo más frecuente- 
mente encontrado, y por otra parte una dis- 
minución de la permeabilidad a los 
P-lactámicos derivada de una reducción en la 
producción de las porinas OmpF y OmpD 
[340]. 


El papel de las porinas en la resistencia a 
quinolonas por impermeabilidad de la mem- 
brana externa se trata con más detalle en el 
apartado correspondiente de la página 62. 


O Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004 


pág. 54 


Proteínas de canal específico 


Además de los canales inespecíficos forma- 
dos por las porinas, la membrana externa 
contiene canales formados por otras proteínas 
que constituyen sistemas de transporte espe- 
cíficos para que las moléculas de mayor 
tamaño puedan difundir a través de la mem- 
brana. Las más importantes y relativas a este 
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LambB es una proteína transmembrana con un 
peso molecular de 47,4 kDa. Su composición 
en aminoácidos no es particularmente hidro- 
fóbica y al igual que las porinas forma tríme- 
ros estables con estructura de hoja $ con una 
asociación no covalente al peptidoglicano 
[342]. 


estudio se exponen en la tabla 15. 


Escherichia coli 


Salmonella 
typhimurium 


Especie bacteriana 


Tabla 15.- PROTEÍNAS DE CANALES | 
ESCHERICHIA COLI Y SALMONELLA TYPHIMURIOM [323, 349, 443], 


Proteína 


LamB 


Tsx 


LamB 


MÓBRANA EXTERNA DE 


Estructura y Función 


* Específica para la entrada por difusión de maltosa 
y maltodextrinas. 

+ Maltoporina inducida por maltosa. 

* Lugar de adsorción del fago A. 

* Diámetro de poro: 1,4 nm 


PM=47,4 kDa 


* Específica para la entrada por difusión de nucleó- 
sidos. 
* Lugar de adsorción del fago T6. 


* Específica para la entrada por dilución de ferricro- 
mo. 


* Lugar de adsorción de los fagos Tl1 y TS. 


* Parece ser específica para la entrada por difusión 
de maltosa y maltodextrinas. 
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La proteína de membrana externa 
OmpA 


Ésta es una proteína transmembrana muy 
abundante en la membrana externa. No ha 
sido definida con claridad su función específi- 
ca, pero las cepas mutantes que carecen de 
ella producen una membrana externa más 
frágil, por lo que parece que dicha proteína 
contribuye de algún modo a mantener la 
integridad estructural de la membrana externa. 
En base a la gran evidencia experimental, se 
desarrolló un modelo para la disposición de 
las proteínas en la membrana externa. La 
OmpA está incrustada enmedio de la mem- 
brana externa y abarca aproximadamente los 
residuos del 1 al 170, estando la parte 
C-terminal inmersa en el periplasma. Se 
piensa que la parte correspondiente a la mem- 
brana externa es debida a que la proteína la 
cruza ocho veces en la forma de cadena $B 
antiparalela y forma un barril f anfifílico. 


Figura 2.8.- Estructura 3D de un cristal 
de la proteína OmpA [371, 372]. 


Transmembrane-Topology of OmpA 


(adapted from Vogel £ Jihnig. 1986 and Pautsch £ Schulz, 1998) 
Extracellular 
Space pN Ano NV YG 
a TN JU 
Ha H 
D 
N T 
Q G 
pL f V , 
| 6G | S Pa 
PA | P di 3 
G E | V pl 
A Y | a 
Outer F G | A I-BOÁ 
Membrane 6 M | G a 
G | G 
Y | V 
Q | E 
v Y 
A 
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<onm 
ro-=<-2radNazi<BA 


A AA PUVAPAPAP 
APEVGTKHFTLKSDVLFNFNKATL 

5 KPEGQAALDQLYSQLSNLDPKDGSVVVLGY 
Periplasm TORIGSDAYNQGLSERRAQSVVDYLISKGI 
PADKISARGMGESNPVTGNTCONVKORAAL 

IDCLAPDRRVEIEVKGLKDVVTOPQA 


Figura 2.9.- El dominio transmembrana de la OmpA (residuos 1-171) [255, 256]. 
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De esta forma, las regiones alrededor de los 
residuos 25, 70, 110, y 154 quedan expuestos 
en la superficie celular. 

La OmpA, aislada y desnaturalizada mediante 
urea, puede ser renaturalizada mediante la 
adición del lipopolisacárido (LPS) completo, 
o sólo del lípido A. Por consiguiente, la 
proteína probablemente esté asociada con el 
LPS en la membrana externa. Al igual que 
otras proteínas externas, la OmpA se sintetiza 
inicialmente como un precursor. La translo- 
cación de la proteína por la membrana cito- 
plásmica involucra una maquinaria de expor- 
tación, la cual está codificada por los genes 
sec/pri [143, 446, 447]. 

La proteína OmpA de E. coli parece que 
puede entrecruzarse con otras proteínas 
OmpA de la membrana y con la capa inferior 
de peptidoglicano. Los mutantes que carecen 
de esta proteína poseen una membrana inesta- 
ble y funciones de conjugación defectuosas. 
Se piensa que funciona como receptor para 
los fagos Tull y K3 [342]. 

Parece ser necesaria en la conjugación media- 
da por el plásmido F para estabilizar el con- 
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junto. No obstante la proteína OmpA inhibe 
la conjugación cuando se añade conjuntamen- 
te con el LPS [143, 342]. 


Cuando la proteína OmpA de E. coli se ca- 
lienta a 100 “C, en presencia de SDS, su peso 
molecular aparente en geles de electroforesis 
de SDS-poliacrilamida se incrementa desde 
28 kDa a 32 kDa. La adición de LPS a la 
OmpA calentada causa su renaturalización en 
la forma compacta y de migración rápida; 
aunque el LPS no es absolutamente necesario 
en este proceso puesto que el mismo fin se 
consigue en presencia de 0,3 M de CiNa 
[255, 256]. 


La secuencia y posición relativa de los ami- 
noácidos en la proteína OmpA de Escheri- 
chia coli puede verse en la figura 2.9 [255, 
256]. La secuencia de residuos de aminoáci- 
dos de la posición 176 a 187 es la siguiente: 
Ala-Pro-Val-Val-Ala-Pro-Ala-Pro-Ala-Pro- 
Ma-Pro, la cual es muy semejante a la de la 
región “bisagra” de las inmunoglobulinas 
[342, 349, 371, 372]. 


3¿C)La IMPORTANCIA COMO BARRERA DEJA MEMBRANA EXTERNA” 


Concretamente, cuatro son los mecanismos 
principales que puede utilizar una bacteria 
para aumentar su resistencia a la actividad de 
un antimicrobiano: inactivación enzimática, 
modificación del blanco celular de la droga, 
expulsión fuera de la célula y disminución o 
ausencia de penetración del agente antibacte- 
riano en la célula. 

Este último mecanismo, el de la impermeabi- 
lidad celular, es un mecanismo de resistencia 
no enzimático, particular de las bacterias 
gramnegativas y que no afecta a las bacterias 
grampositivas, debido al hecho de que no 
poseen membrana externa. Este tipo de resis- 
tencia es consecuencia de mutaciones cromo- 
sómicas que afectan a la composición de 
dicha membrana. 


En las bacterias gramnegativas existen tres 
tipos de acceso que permiten el paso de 
diferentes sustancias a través de la membrana 
externa. El primero es un mecanismo de 
difusión pasiva que se realiza a través de 
porinas y que permiten la difusión de sustan- 
cias hidrófilas. El segundo es un mecanismo 
de difusión facilitada, relacionado con -la 
presencia de proteínas con una estructura 
semejante a la de las porinas; su composición 
en aminoácidos y la carga de estos últimos 
permiten la difusión facilitada de sustancias 
que, en otro caso, sólo penetrarían muy lenta- 
mente a través de las porinas clásicas [349]. 
No se conocen bien los detalles de la pene- 
tración de moléculas hidrófobas a través de la 
membrana externa. Se suponía que la alta 
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resistencia de la mayoría de las bacterias 
gramnegativas alos antimicrobianos hidrófo- 
bos indicaba que la membrana externa consti- 
tuía una potente barrera de exclusión para 
tales sustancias. Sin embargo, se ha compro- 
bado que los mutantes defectivos para las 
vías de expulsión específicas, sin cualquier 
otra alteración de la membrana externa cono- 
cida, son en general considerablemente más 
susceptibles a los de apertura selectiva hidró- 
fobos. Determinados estudios con esteroides 
han sugerido que la bicapa de la membrana 
externa presenta una velocidad de infiltración 
al menos 10-100 veces menor que las de las 
bicapas fosfolipídicas. Parece, pues, que la 
membrana externa retarda el paso de los de 
apertura selectiva hidrófobos, aunque no 
tanto como previamente se pensaba, debido 
probablemente a la alta carga de la superficie 
y a su estabilización por cationes divalentes 
que actúan inhibiendo el reparto de estos de 
apertura selectiva en el interior hidrófobo de 
la bicapa [191, 342]. 

Además de la difusión pasiva y la difusión 
facilitada, existe un tercer sistema de pene- 
tración de sustancias por la célula gramnega- 
tiva. Este sistema es el mecanismo de pene- 
tración autoactivada y concierne a la pene- 
tración de compuestos policatiónicos, como 
los aminoglucósidos, las polimixinas y los 
péptidos policatiónicos naturales. Estas 
moléculas interactúan con los sitios de unión 
de los cationes divalentes situados en la 
superficie de las moléculas del LPS y, debido 
a que tienen una afinidad por estos sitios de 
2 a4 veces mayor que la de dichos cationes, 
los desplazan competitivamente de su sitio. 
Esto induce una distorsión de la estructura de 
la membrana externa y la consecuente per- 
meabilización de dicha membrana para estos 
compuestos, que abarcan a una amplia varie- 
dad de sustancias incluyendo moléculas 
hidrófobas, diversos de apertura selectiva e 
incluso la lisozima [191, 340]. 


El efecto de la carga iónica es importante 
para la difusión a través de la membrana. Se 


ha descubierto que los solutos con carga 
negativa atraviesan los canales de las porinas 
OmprF y OmpC de E. coli mucho más lenta- 
mente que las sustancias catiónicas; sin 
embargo ocurre todo lo contrario al atravesar 
la porina PhoE, cuya producción está induci- 
da por la carencia de fosfato. Lo mismo que 
con PhoE ocurre con la porina de Neisseria 
gonorrhoeae [170, 342, 349, 421, 423]. 


El efecto de la hidrofobicidad de las sustan- 
cias en la permeabilidad de las membranas ha 
sido estudiado por diferentes investigadores, 
llegando a la conclusión de que la permeabili- 
dad está en relación inversa a la hidrofobici- 
dad del soluto. Es decir, cuanto más hidrofó- 
bica sea la sustancia, menos permeable será 
la membrana. La relación varía, por supuesto, 
dependiendo del tamaño de la molécula, del 
tipo de porina y diámetro de su canal, de la 
especie bacteriana, e incluso de si la porina 
en cuestión pertenece a una célula viva o a un 
liposoma [349]. 


El efecto del campo eléctrico es interesante, 


pues se ha observado que, aplicando diferen- 


cias de potencial de130-140 mV a membra- 
nas planas reconstituidas a partir de membra- 
nas externas, se puede conseguir el cierre de 
todos los canales de porinas, lo que indica 
que dicho canal está controlado por voltaje 
como en las porinas mitocondriales, también 
conocidas como VDAC (Voltage-Dependent 
Anion Channel) [342, 349]. 


La medida de la permeabilidad de la mem- 
brana externa en células intactas se ha de- 
mostrado difícil debido a la presencia de dos 
membranas celulares. Además, la penetración 
se realiza generalmente por difusión pasiva 
en lugar de por captación activa, lo cual crea 
problemas con la sensibilidad de la medida a 
concentraciones del sustrato fisiológicamente 
significantes. El primer problema ha sido 
resuelto aportando enzimas en el periplasma 
para “capturar” el sustrato cuando cruza la 
membrana externa. La interacción de los 
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sustratos agregados externamente con estas 
enzimas está limitado por la proporción de 
entrada en el periplasma y, así, la proporción 
de sustrato que se convierte en productos, por 
unidad de tiempo, es una medida de la pro- 
porción de difusión por la membrana externa. 
La aplicación más utilizada de este procedi- 
miento general es el método de Zimmermann 
y Rosselet, donde se mide la relación de 
hidrólisis, por células intactas, de compuestos 
en el medio. Los compuestos atraviesan los 
canales de porina y posteriormente son hidro- 
lizados en el periplasma por las enzimas. 
Aplicando la primera ley de Fick de la difu- 
sión al primer paso y la ecuación de 
Michaelis-Menten al segundo, obtendremos 
el coeficiente de permeabilidad de la mem- 
brana externa [349]. Este método se ha apli- 
cado a los P-lactámicos, usando la 
B-lactamasa periplásmica como la enzima de 
captura. Las mejoras metodológicas han 
permitido la medida de la proporción de 
penetración a concentraciones próximas a las 
de la Concentración Mínima IHnhibitoria 
(CMD del f-lactámico. Los coeficientes de 
permeabilidad reales para dichos antibióticos 
ya han sido descritos. Para tener una idea de 
dicho coeficiente de permeabilidad, puede 
calcularse el efecto barrera en E. coli, basán- 
donos en el número aproximado de moléculas 
de porina (2 x 10% porinas/célula) y limitando 
su área de difusión a la zona más estrecha del 
canal de la porina de OmpF (0,77 nm?) para 
obtener un área total de difusión por célula de 
0,15 um”. Como el área de la superficie de la 
célula de E. coli es de unos 3 um”, podemos 
decir que sólo un 5% de la superficie celular 
está disponible para la difusión [191, 340, 
3491. 

El gran tamaño de los PB-lactámicos, compara- 
do con las zonas de estrechamiento internas 
de las porinas, crea fricciones e interacciones 
moleculares entre el fB-lactámico y los ami- 
noácidos que conforman el canal de la porina, 
lo que es difícil de estimar pero probablemen- 
te impide la difusión del f-lactámico por lo 
menos 100 veces. Este hecho induce a pensar 


que la proporción de difusión de los 
P-lactámicos y su consecuente acceso a los 
blancos celulares (PFP's de la superficie 
externa de la membrana citoplásmica), proba- 
blemente esté disminuida más de 1000 veces 
debido a la presencia de una membrana 
externa semi-permeable [191]. 

Las medidas de penetración de diferentes 
B-lactámicos han demostrado ciertos princi- 
pios generales. Primero, cada bacteria indivi- 
dualmente puede diferir sustancialmente en 
su permeabilidad a los B-lactámicos. Segun- 
do, la naturaleza química de cada P-lactámico 
puede influenciar altamente su tasa de infil- 
tración. Tercero, como el interior de canales 
de las porinas está formado normalmente por 
aminoácidos con un exceso de carga negativa 
(casi todas las porinas son proteínas ácidas), 
está favorecido el paso de fB-lactámicos 
zwitteriónicos (que pueden originar iones 
dipolares) en lugar de las moléculas cargadas 
negativamente. De la misma manera, los 
B-lactámicos de pequeño tamaño que tienen 
limitada masa, difundirán más rápidamente a 
través de los canales de porina [191, 349, 
497]. 


Se han utilizado varios métodos para au- 
mentar la permeabilidad de la membrana 
externa y hacer la bacteria más susceptible a 
los antimicrobianos: 

- Alteraciones mutacionales de macro- 
moléculas específicas de la membrana 
externa. 

- El uso de quelantes de policationes o 
cationes divalentes. 

- La ingeniería genética de bacterias 
para aumentar la porosidad de la mem- 
brana externa. 

Por ejemplo, la interacción de policationes 
con los sitios de unión de cationes divalentes 
de la superficie del LPS de las bacterias 
gramnegativas causa permeabilización de la 
membrana externa. Esto puede aumentar la 
penetración de una gran variedad de antimi- 
crobianos y una consecuente reducción de la 
CMI, como ocurre con el nonapéptido poli- 
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mixina B y determinados péptidos antimicro- 
bianos catiónicos. Un efecto similar se obser- 
va con quelantes de cationes divalentes, así 
como con el ácido etilen-diamino-tetraacético 
(EDTA) y su habilidad para permeabilizar la 
membrana externa, actuando sinérgicamente 
con muchos antimicrobianos en varias espe- 
cies bacterianas. 
Se ha demostrado recientemente la importan- 
cia del aumento de la porosidad de la barrera 
de la membrana externa, usando procedi- 
mientos de genética molecular. Una elimina- 
ción de ocho aminoácidos en el 5” bucle de la 
_porina específica OprD de Pseudomonas 
aeruginosa aumentó en más de 20 veces la 
permeabilidad iónica de este canal. Cuando 
se clonó en Pseudomonas aeruginosa esta 
porina OprDALS5, condujo a una reducción en 
las CMIs de 8 a 16 veces para los 
B-lactámicos, quinolonas, tetraciclinas y 
cloranfenicol; todos los cuales se presumen 
que cruzan la membrana externa a través de 
la porina; pero no ocurrió lo mismo con los 
aminoglucósidos y la polimixina B, que 
utilizan la vía de la penetración por autoacti- 
vación [191, 349]. 


Resistencia debida a la baja per- 


meabilidad de la membrana 

Ciertas bacterias muestran una alta resisten- 
cia intrínseca a todo tipo de antimicrobia- 
nos, incluyendo los hidrófilos. Tales bacte- 
rias incluyen P. aeruginosa, Burkholderia 
(Pseudomonas) cepacia, Stenotrophomonas 
(Xanthomonas/Pseudomonas) maltophilia y 
Acinetobacter baumannii (calcoaceticus). 
Cada una de estas especies es deficiente en 
porinas y tiene una permeabilidad de la mem- 
brana externa a B-lactámicos que es del 1% al 
5% de la de E. coli. Esto, unido a otros efica- 
ces mecanismos de resistencia como 
B-lactamasas inducibles y sistemas de expul- 
sión activa, hace a estas bacterias resistentes 
a la mayoría de los antimicrobianos y difíci- 
les de tratar en la clínica. Aunque se han 
desarrollado antimicrobianos eficaces para 


las cepas del tipo salvaje de estas especies, no 
obstante, incluso para estos antimicrobianos, 
la CMI usual es tan alta que una pequeña 
alteración mutacional es suficiente para 
elevar la CMI a un nivel que hace intratable 
clínicamente la bacteria con ese antimicrobia- 
no. Por ejemplo, los más recientes B-lactámi- 
cos (cefpiroma y cefepima), que representan 
a las cefalosporinas de cuarta generación, 
tienen CMÍTs para P. aeruginosa que son 60 
veces mayores que las necesarias para E. coli 
[191, 469]. 


Ciertas especies bacterianas poseen una 
resistencia intrínseca alos antimicrobianos 
policatiónicos y, aunque la mayoría de las 
bacterias son susceptibles a ellos, siendo los 
aminoglucósidos unos de los antimicrobianos 
más fiables disponibles para el médico, sin 
embargo, se sabe bien que B. cepacia es muy 
resistente a los antimicrobianos policatióni- 
cos, aminoglucósidos y polimixinas. Ello es 
el resultado de la incapacidad de los polica- 
tiones para interactuar con la membrana 
externa, probablemente porque la baja con- 
centración de fosfato y el alto contenido en 
arabinosamina del LPS de B. cepacia evitan 
la unión de policationes y cationes divalentes, 
y en consecuencia la penetración por autoac- 
tivación [191, 349, 469]. 


Se han descrito mutantes deficientes en 
porinas de varios géneros de enterobacterias 
como resultado de la terapia clínica con 
antimicrobianos. Los mutantes deficientes en 
porina de E. coli, obtenidos en el laboratorio, 
son de 2 a 16 veces más resistentes que las 
cepas madre a los f-lactámicos y de 2 a 4 
veces más resistentes a otros antimicrobianos, 
como las fluoroquinolonas, que usen la vía de 
entrada de las porinas [96, 135, 196, 203, 
204, 221, 239, 329, 385, 387]. También se 
han descrito mutantes deficientes en otras 
especies de enterobacterias que son deficien- 
tes en porinas con función similar a la porina 
F de E. coli, tal es el caso de las descripcio- 
nes hechas en E. cloacae [4, 84, 168, 185, 
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290, 296, 347, 398], E. aerogenes [84, 90], 
Klebsiella pneumoniae [164, 185, 306], 
Salmonella sp. [182, 184, 316, 324, 386, 
462], Citrobacter freundii [18, 294] y Pro- 
teus vulgaris [233], entre otros. Una de las 
deficiencias más comunes de las porinas es la 
pérdida de la porina OprD, específica para las 
carbapenemas, en P. aeruginosa y que ocurre 
en casi el 50% de los pacientes tratados con 
el imipenem [158, 191, 287, 288, 341, 436, 
4871. 


Mecanismos internos de resistencia 
Considerando que en E. coli los B-lactámicos 
llegan a producir un equilibrio de paso a 
través de la membrana externa en un tiempo 
inferior a un segundo y que incluso en una 
bacteria poco permeable como P. aeruginosa 
el tiempo de equilibrio es normalmente tan 
pequeño como 10-100 segundos, se puede 
decir que no es probable que se produzca 
resistencia debido sólo a la baja permeabili- 
dad de la membrana externa. Sin embargo, la 
permeabilidad de la membrana externa es 
extremamente importante para la susceptibili- 
dad al antimicrobiano porque, disminuyendo 
la permeabilidad de la membrana externa se 
incrementa la resistencia a los antimicrobia- 
nos y, aumentando su permeabilidad, se 
produce un incremento de la susceptibilidad. 
Por consiguiente, está claro que deben existir 
mecanismos internos de resistencia que se 
aprovechan del movimiento relativamente 
lento de los antimicrobianos hacia el periplas- 
ma. Se han descrito dos mecanismos de 
resistencia de este tipo: las P-lactamasas y los 
sistemas de expulsión activa. 

Se puede producir resistencia a los B-lactámi- 
cos, mediante la producción de P-lactamasa 
en el periplasma, incluso para aquellos 
B-lactámicos que son poco hidrolizados por 
esta enzima [340]. 

La resistencia intrínseca a fB-lactámicos 
involucra generalmente una sinergia entre 
una permeabilidad restringida de la membra- 
na externa y la enzima cromosómica cefalos- 
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porinasa C, que es inducida por el 
B-lactámico mismo. La resistencia por muta- 
ción a B-lactámicos, y especialmente la resis- 
tencia clínica, es producida generalmente o 
bien por B-lactamasas codificadas por plásmi- 
dos o, en ciertas especies, por la desrepresión 
(mutaciones del ampD) de B-lactamasas 
cromosómicas. En ambos casos, la influencia 
del incremento de la expresión de 
B-lactamasas es amplificada por la restricción 
del paso de los P-lactámicos a través de la 
membrana externa [161, 191, 222, 229, 318, 
424, 475]. 


Los recientes estudios han enfatizado la 
importancia de la expulsión activa en las 
resistencias intrínsecas y mutacionales a los 
antimicrobianos. Así, la eliminación por 
mutación del principal sistema de expulsión 
activa en una especie dada puede reducir las 
CMIS para los antimicrobianos hidrófobos en 
unas 100 veces y, para los antimicrobianos 
anfipáticos y relativamente hidrófilos, en 
unas 2 a 8 veces. Recíprocamente, la so- 
breexpresión mediante mutaciones de ciertos 
sistemas de expulsión activa puede producir 
resistencia a una amplia variedad de antimi- 
crobianos. 


Sin embargo, estos sistemas de expulsión de 
antimicrobianos y otras moléculas son meca- 
nismos de resistencia secundarios, porque 
aumentando la permeabilidad de la membra- 
na externa por mutación, tratamiento con 
policationes o por sobreexpresión de la pori- 
na, se puede rebasar la capacidad del sistema 
de expulsión activa dando lugar a unas CMls 
similares a las observadas con mutantes que 
han perdido su vía de expulsión predominan- 
te. 

El mecanismo detallado del funcionamiento 
del sistema de expulsión activa todavía está 
estudiándose, pero los sistemas de expulsión 
más importantes en bacterias gramnegativas 
son los sistemas RND (resistencia, nodula- 
ción y división). Estos RND están constitui- 
dos por tres elementos [191, 345, 454, 455]: 
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- unaproteína en la membrana citoplásmi- 
ca, que actúa como bomba energética de 
baja especificidad. 

- una proteína periplásmica de unión, de 
función desconocida. 

-  unaproteína de la membrana externa, que 
puede funcionar como una porina “de 
apertura selectiva”. 


Resistencia por impermeabilidad a 
las quinolonas 


En las bacterias gramnegativas, las quinolo- 
nas pueden difundir pasivamente a través de 
la membrana externa. Difunden en parte a 
través de las porinas, pero no es imposible 
que puedan pasar a través de la capa lipídica 
después de la desestabilización de los puentes 
de magnesio que unen las moléculas del LPS 
[253, 268]. A nivel de la membrana citoplás- 
mica, difunden pasivamente hacia el interior 
de la célula. Este paso es contrarrestado, en el 
caso de las fluoroquinolonas, mediante un 
mecanismo de expulsión activa que tiende a 
devolver hacia el espacio periplásmico a las 
moléculas que hayan penetrado en el cito- 
plasma. Las moléculas que queden en el 
citoplasma se van a fijar al complejo ADN 
girasa-ADN, 


La alteración de la diana por mutación pun- 
tual de la ADN-girasa representa el modo de 
resistencia más frecuente a las quinolonas 
(115, 118, 181, 384, 398, 404, 414, 483]. 
Debido a ello se produce un fuerte aumento 
de la CMI al ácido nalidíxico (x 40 en E. 
coli) y generalmente un menor aumento de 
dicha CMI paralas fluoroquinolonas. Asimis- 
mo podemos encontrarnos, cada vez con más 
frecuencia, con cepas que presentan altos 
niveles de resistencia a las fluoroquinolonas 
debido a varias mutaciones de la ADN-girasa 
o bien por la presencia simultánea de múlti- 
ples mutaciones que afectan no sólo a las 
topoisomerasas bacterianas, sino también a la 


expresión de porinas y/o sistemas de expul- 
sión activa. Aún así, la mayor parte de los 
mutantes de permeabilidad a las quinolonas 
presentan un bajo nivel de resistencia con una 
CMI = 2 a 8 mg/l [234, 253, 340, 475, 487]. 


El incremento de resistencia a quinolonas y 
otros antimicrobianos por impermeabilidad 
de la pared bacteriana se ha descrito no sólo 
en E. coli [96, 135, 196, 203, 204, 221, 329] 
sino también en Klebsiella pneumoniae [164, 
185, 306, 483], E. cloacae [4, 84, 168, 185, 
290, 296, 306, 347, 398], Salmonella sp. 
[182, 184, 316, 324, 386, 462] y Citrobacter 
freundii [294]. 


En el caso de E. coli, estas mutaciones afec- 
tan más a menudo a la síntesis de la porina 
OmpF, describiéndose mutantes Mar en los 
que el gen responsable marA aumenta la 
expresión del gen micF que, codificando un 
ADN inverso del ARNm de la OmpF, entraña 
una inhibición postranscripcional del gen 
ompF y la ausencia de síntesis de la porina 
OmprF [97, 164, 220, 487]. Esto provoca en 
ciertos mutantes una resistencia cruzada entre 
los antimicrobianos no estructuralmente 
relacionados como las tetraciclinas y el clo- 
ranfenicol, y a un menor nivel los B-lactámi- 
cos. 


Curiosamente tales mutantes resistentes a las 
quinolonas pueden ser seleccionados por la 
tetraciclina y el cloranfenicol con una fre- 
cuencia 1000 veces mayor que con las quino- 
lonas [96, 220]. Esta resistencia a las quino- 
lonas cruzada con otros antimicrobianos es 
encontrada en numerosas especies bacteria- 
nas seleccionadas como Klebsiella pneumo- 
niae [164], Enterobacter cloacae [109, 258, 
269], Enterobacter aerogenes [296], Proteus 
vulgaris [233], Citrobacter freundii [18], 
Serratia marcescens, Salmonella sp. [109], 
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas 
cepacia y otras [28, 185, 318, 407, 408, 428, 
4791. 
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Nuevas estrategias para superar la 
barrera de la membrana externa 


El uso de la mayoría de los [3-lactámicos 
utilizados hoy está enfocado a los mecanis- 
mos de resistencia por B-lactamasas; por ello 
se administran conjuntamente un B-lactámico 
y un inhibidor de las P-lactamasas. Desgra- 
ciadamente las bacterias han mutado para 
eludir e inactivar tanto a los nuevos 
B-lactámicos enzima-resistentes como a los 
inhibidores de las fP-lactamasas, rediseñando 
estas enzimas a través de sutiles mutaciones 
en los residuos de los aminoácidos que ro- 
dean el sitio activo. 

Como la existencia de una barrera de permea- 
bilidad en la membrana externa es un factor 
de gran importancia en la reducción de la 
efectividad del tratamiento antimicrobiano, 


una estrategia para disminuir la resistencia 
debida a la membrana involucraría la admi- 
nistración conjunta de un compuesto diseña- 
do para romper esta barrera y un antimicro- 
biano. Este tipo de estrategia se ha estado 
utilizando con permeabilizadores de la mem- 
brana externa como el EDTA, la polimixina 
B o el ascorbato [191, 349, 469]. 


Incidencia clínica de la impermea- 


bilidad de la membrana externa 
La incidencia clínica de la impermeabilidad 
de la membrana externa es difícil de valorar, 
puesto que no siempre es detectada y las 
observaciones raramente son dadas a cono- 
cer. En el siguiente cuadro se exponen las 
principales especies bacterianas conjunta- 
mente con las resistencias más importantes 
producidas. 
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Especie bacteriana - Mutación 


Escherichia coli 


1 
1 


mar 


Klebsiella 


pneumoniae 


Y OmpK 35 


Enterobacter 
cloacae 


Ll OmpF y D 


Citrobacter freundii 


Proteus vulgaris 


Salmonella 
paratyphi A 
y l Omp 
Salmonella 
typhimurium 


: * Especies bacterianas utilizadas en este estudio. 
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Sensibilidad disminuida a: 


Carbenicilina, Ticarcilina, Cefoxitina, Moxalac- 
tam, Cloranfenicol, Tetraciclina, Norfloxacina 


Ampicilina, Cefalotina, Cloranfenicol, 
Tetraciclina, Ácido Nalidíxico, Ciprofloxacina, 
Norfloxacina, Rifampicina. 


Cefoxitina, Cefotaxima, Cloranfenicol, 
Tetraciclina, Ácido nalidíxico, Ciprofloxacina, 
Norfloxacina, Trimetoprim 


Cefoxitina, Moxalactam, Imipenem, 
Cloranfenicol, Trimetoprim 


Cefoxitina, Cloranfenicol, Tetraciclina, Ácido 
nalidíxico, Norfloxacina, Trimetoprim 


Cefoxitina, Cloranfenicol, Tetraciclina, Ácido 
nalidíxico, Norfloxacina, Trimetoprim 


Cefoxitina, Moxalactam, Imipenem, 
Cloranfenicol, 'Trimetoprim 
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1 - INTRODUCCIÓN 


Se denomina resistencia a la disminución de 
la susceptibilidad de una cepa bacteriana a un 
antimicrobiano; es decir, clínicamente, su 
crecimiento sólo podría inhibirse con concen- 
traciones superiores a la que se puede alcan- 
zar en el lugar de la infección con ese fárma- 
co. 

Las cepas resistentes se hacen predominantes 
gracias a la presión selectiva de los antimi- 
crobianos que eliminan a las bacterias sensi- 
bles. En su aparición y selección están impli- 
cados los antimicrobianos usados tanto en 
medicina humana como en veterinaria, ya sea 
con fines terapéuticos, profilácticos o de 
engorde. Su abuso incide tanto sobre las 


acumulación. 

Mecanismos enzimáticos de inactivación. 
Cambios en los puntos de acción o falta de la 
diana. 


bacterias patógenas como sobre las oportunis- 
tas y las no patógenas. 

Las bacterias sometidas a esta presión antimi- 
crobiana desarrollan mutaciones que le con- 
fieren mecanismos de resistencia debidos al 
desarrollo de enzimas de su propio metabolis- 
mo, o por adquisición de genes de resistencia 
por transformación, transducción o conjuga- 
ción. 

La resistencia es uno de los factores respon- 
sables de los cambios en los agentes etiológi- 
cos que han existido en las infecciones, 
especialmente a nivel nosocomial, tras las 
introducción de la terapia antimicrobiana. En 
la actualidad es el mayor problema de la 
quimioterapia antimicrobiana debido a la 
aparición del fenómeno de multirresistencia. 
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Puede ser debido a factores ambientales o 
deberse a causas dependientes del microorga- 
nismo. 


La resistencia fenotípica (resistencia 
ambiental) es la debida a factores físico- 
químicos que pueden determinar que un 
antimicrobiano sea inactivo frente a una 
bacteria. 

La resistencia genotípica es la más impor- 
tante y se debe a causas exclusivamente del 
microorganismo; entre ellas podemos distin- 
guir dos tipos: 

La resistencia natural o intrínseca o insen- 
sibilidad natural, y es la que presentan algu- 
nas bacterias de forma preestablecida por no 
existir una diana adecuada para ese antimi- 
crobiano. 

La resistencia adquirida es la que surge a lo 
largo del tiempo y es la debida a modificacio- 
nes en la carga genética de la bacteria y que 
puede aparecer tanto por mutación cromosó- 
mica como por fenómenos de transferencia 
genética, ambos mediados por plásmidos, 
transposones o integrones [110, 317]. 


Genéticamente la resistencia bacteriana a los 
antimicrobianos puede resultar de la altera- 
ción de la información genética endógena 
(mutación) o de la adquisición de informa- 
ción genética exógena (plásmidos o transpo- 
sones). 


Los plásmidos son moléculas de ADN 
bicatenario circular, extracromosómicos, 
dotados generalmente de replicación autóno- 
ma y que son transmisibles de forma estable 
en el curso de las generaciones. Su principal 
característica es su capacidad de replicación 
autónoma. 

En general, los plásmidos de los organismos 
procariotas no son indispensables para la vida 
de la bacteria, pero contienen una gran varie- 


dad de caracteres. Los plásmidos R o factores 
R son importantes en la patología infecciosa. 
Estos plásmidos confieren resistencia a anti- 
microbianos de familias diferentes. Asimismo 
es frecuente el caso de plásmidos diferentes 
que coexisten en la misma bacteria, lo cual 
añadido a la resistencia intrínseca determina 
la aparición de cepas resistentes a múltiples 
antimicrobianos. 


Los transposones son segmentos de ADN, 
cuyo tamaño varía de 2,5 a 20 kb, que tienen 
la propiedad de moverse entre los replicones 
bacterianos, desde una posición a otra en el 
genoma, No se autorreplican, están presentes 
en los plásmidos o en el cromosoma bacteria- 
no y poseen la capacidad de poder abandonar 
esta localización inicial e insertarse en un 
nuevo plásmido o en un nuevo ADN cromo- 
sómico. De esta forma, puede realizarse la 
transferencia de material genético “saltando” 
de un plásmido a otro, de ADN cromosómico 
a un plásmido, de un plásmido a un bacterió- 
fago, etc., en resumen de un replicón a otro. 
Esta forma de transferencia de la información 
genética recibe el nombre de transposición. 
Se conocen muchos transposones y reciente- 
mente, se ha comprobado que algunos de 
ellos pueden pasar del cromosoma de una 
bacteria a otra, sin ir vehiculados por un 
bacteriófago o plásmido. Este tipo de transpo- 
sones se han descrito en bacterias grampositi- 
vas y se les llama transposones conjugativos 
[271, 333]. 


2.4-- RESISTENCIAS CROMOSÓMICAS: 
- MUTACIÓN o 


Una mutación es cualquier cambio de bases 
en el ADN. Se da en muy pocos individuos 
de la población y es letal o hereditaria, ocurre 
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de forma espontánea, es persistente y puede 
ser inducida por agentes (mutágenos) físicos, 
como la luz UV o los rayos X, o por mutáge- 
nos químicos [149]. 


Las mutaciones espontáneas suelen tener un 
índice bajo de aparición, del orden de un 
individuo por cada 10*. La selección de estos 
mutantes puede realizarse in vitro sometiendo 
a una población inicial, formada por un 
número elevado de células sensibles y otro 
discreto de mutantes resistentes, a la acción 
de un quimioterápico a una concentración 
determinada. 

Bajo estas circunstancias, las células sensi- 
bles quedarán inhibidas o morirán, mientras 
que las resistentes a esa concentración sobre- 
vivirán y se multiplicarán libremente, dando 
lugar a una población resistente; esta puede 
ser homogénea, si todas ellas tienen el mismo 
grado de resistencia, o heterogénea si está 
formada por clones con distintos grados de la 
misma. 


Normalmente las resistencias iniciales son de 
bajo grado, denominándose mutantes prima- 
rias; si estas se enfrentan a concentraciones 
progresivamente elevadas del antimicrobiano 
se seleccionarán mutantes secundarios y si se 
continúa así el proceso se alcanzará un nivel 
de resistencia máximo. 

Si en el primer paso se obtiene la máxima 
resistencia posible, se dice que la resistencia 
es del tipo “de un escalón”, en cambio en el 
segundo caso, en que se necesitan varias 
generaciones enfrentadas cada vez a un nivel 
creciente de antimicrobiano, se dice que la 
resistencia es del tipo “de múltiples escalo- 
nes”. 

In vivo, la dinámica de la resistencia sigue el 


mismo camino [110, 317]. 


Las formas de expresión de las resistencias 
cromosómicas en una mutación pueden ser 
de varios tipos: 


1. Conversión de un antimicrobiano en 
una sustancia inactiva mediante la 
acción de una enzima. (Ejem.: 
P-lactamasas) 

2. Mutación y subsiguiente modificación 
el gen donde actúa el antimicrobiano 
(sitios diana). 

3. Producción incrementada de la enzima 
que es bloqueada por el antimicrobiano. 

4. Disminución de la permeabilidad celu- 
lar al antimicrobiano. 

5. Aumento de un metabolito que antago- 
niza al antimicrobiano. 

6. Incremento o creación de una nueva vía 
metabólica para prescindir del producto 
interceptado por el antimicrobiano. 


Una característica de todo mutante es que la 
mayoría de ellos pueden revertir a la condi- 
ción de la cepa salvaje original mediante una 
mutación inversa. Este retorno es un retorno 
al fenotipo, pero no necesariamente al genoti- 
po original ya que el efecto de la primera 
mutación puede ser suprimido mediante una 
segunda mutación en un sitio diferente del 
cromosoma [110]. 


MOSÓMICAS + 


Las bacterias también pueden hacerse resis- 
tentes alos antimicrobianos mediante transfe- 
rencias de material genético. Estas pueden 
tener lugar mediante los siguientes mecanis- 
mos: 


2.B.1. Transformación. 
2.B.2. Transducción. 
2.B.3. Conjugación (factores R). 


2.B.1. Transformación 
La transformación es el mecanismo de trans- 


ferencia genética mediante el cual, el material 
genético externo a la bacteria puede ser 
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captado por ésta e incluido de forma estable 
en el genoma bacteriano. La mayoría de las 
especies bacterianas no son transformables de 
forma natural (se dice que no son “competen- 
tes”). Las que no lo son de manera natural es 
necesario someterlas a un proceso para hacer- 
las “competentes”. 

La diferencia esencial estriba en que mientras 
en la transformación natural se transfiere sólo 
una cadena simple del ADN, en la transfor- 
mación de forma "artificial" se transfiere el 
ADN con su doble cadena intacta. Ésta es 
una técnica muy útil para transferir los plás- 
midos no conjugativos y no movilizables 
[317]. 


2.B.2. Transducción 


La transducción es una transferencia genética 
mediada por bateriófagos. Los bacteriófagos 
son virus parásitos de la bacterias. El material 
genético es transducido por un bacteriófago 
que se multiplica, inicialmente, sobre las 
bacterias donadoras y, posteriormente, se 
incorpora al genoma de las receptoras, las 
cuales, habitualmente, constituyen una pe- 
queña proporción del total de la población 
infectada y reciben el nombre de transductan- 
tes. 

Los fagos bacterianos pueden tener dos 
ciclos: el primero llamado virulento o lítico 
en el cual éstos se multiplican dentro de la 
bacteria y la obligan a fabricar bacteriófagos 
que la lisan, invadiendo otras células al salir 
al exterior; el segundo ciclo recibe el nombre 
de lisogénico y el fago temperado; se caracte- 
riza porque éste, una vez que ha penetrado en 
la bacteria, se incorpora en un locus cromo- 
sómico de la misma, constituyéndose en 
profago, y se reproduce, indefinidamente, con 
el genoma bacteriano; en este caso la bacteria 
recibe el nombre de lisógena. Algunos de 
estos fagos llevan parte del material genético 
de la donadora y si éste corresponde a un 
locus cromosómico de resistencia a uno O 
más antimicrobianos, el bacteriófago, al 
invadir una nueva bacteria puede pasar al 


estado de profago, volviéndola resistente. 
Este fenómeno es el único que ha podido 
explicar, hasta ahora, la presencia de partícu- 
las contagiosas en cepas en las que no se han 
demostrado otros mecanismos de transferen- 
cia, tal como ocurre con el estafilococo [317, 
3331. 


2.B.3. Conjugación 


La conjugación es el tercer mecanismo de 
transferencia del material genético de una 
célula bacteriana a otra. Mientras que en la 
transducción y en la transformación sólo se 
transfieren fragmentos muy pequeños del 
cromosoma bacteriano, en la conjugación 
pueden transferirse grandes segmentos del 
cromosoma o incluso el cromosoma entero. 
Depende de un contacto físico entre las 
células mediante pili, siendo el intercambio 
de material genético unidireccional, con 
transferencia de la información genética de la 
células macho a las hembra. 


Este proceso está usualmente codificado por 
plásmidos conjugativos, que pueden aislarse 
en gran número de bacterias gramnegativas y 
que incluyen miembros de más de 20 grupos 
de incompatibilidad. Todos los plásmidos que 
pertenecen a distintos grupos de incompatibi- 
lidad muestran escasa homología de su ADN. 


Resistencia mediada por plásmidos, 
transposones e integrones. 
Factores R 


El factor transferible de resistencia fue deno- 
minado factor R. Todos los estudios realiza- 
dos hasta ahora indican que es una doble 
banda circular de ADN que se autorreplica 
independientemente del cromosoma. Puede 
incorporar genes cromosómicos e, incluso, 
conjugarse con dicho factor, con el que pasa- 
ría unido; también es posible su unión con un 
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factor colicinogénico. 


La transmisión del factor R se realiza de 
forma directa bacteria a bacteria y parece, 
cada vez más evidente, que tiene lugar a 
través de un pilus o puente hueco establecido 
entre ambas por donde, en pocos segundos, 
pasa una de las dos bandas del ADN, la cual, 
posteriormente, reconstituirá el factor com- 
pleto en la receptora que lo transmitirá a sus 
descendientes. En ocasiones, no es transferi- 
ble y solamente se perpetúa en la estirpe que 
lo porta, replicándose sincrónicamente o no 
con el cromosoma. 

A este tipo de plásmidos se les da el nombre 
de plásmidos R (plásmido de resistencia) o 
factor R. 

La transmisión de plásmidos por transduc- 
ción es menos importante que la transmisión 
por conjugación. Sin embargo, es un fenóme- 
no que se ha observado en un número impor- 
tante de bacterias. Es un mecanismo de 
recombinación genética realizado mediante 
un fago bacteriano, el cual pasa ADN cromo- 
sómico o plasmídico de una bacteria a otra 
[110, 333]. 


Los transposones encontrados en bacterias 
se pueden dividir en tres clases: secuencias 
de inserción, transposones complejos y trans- 
posones asociados con fagos. 


Las secuencias de inserción (SI) son los 
transposones más simples. Su longitud oscila 
entre 150 y 1.500 pares de bases y poseen 
repeticiones invertidas de 15 a 40 pares en 
sus extremos. Los elementos SI son constitu- 
yentes normales de los cromosomas bacte- 
rianos y se pueden integrar en plásmidos y 
genomas de fagos. Los SI sólo transportan la 
información genética necesaria para su propia 
transferencia (es decir, el gen que codifica la 


transposasa). Es posible detectarlos si su 
inserción conduce a interrupción o inactiva- 
ción de genes, o si modifican la expresión de 
genes adyacentes. 


Los transposones complejos incluyen al 
grupo de plásmidos de conjugación conoci- 
dos como factores R y que codifican genes de 
resistencia a antimicrobianos. Los plásmidos 
R se componen de dos partes funcionalmente 
distintas: el factor de transferencia de resis- 
tencia y el transposón que contiene los genes 
para varias clases de resistencias a los fárma- 
cos. Esos plásmidos constituyen la causa más 
común de resistencia activa a los antimicro- 
bianos en las bacterias causantes de infeccio- 
nes. 


Los transposones asociados con fagos O 


fagos transpositivos como el Mu y el D108- 


son otro tipo de transposones, que usan la 
transposición como modo de reproducción 
normal. 


El término integrón se utilizó originalmente 
para describir un grupo de elementos aparen- 
temente móviles que contenían uno o más 
genes de resistencia a antimicrobianos locali- 
zados en un lugar específico. Los integrones 
son elementos genéticos integrados que 
funcionan, de forma esporádica, como unida- 
des recombinantes en un lugar especifico de 
la replicación, en las largas secuencias no 
homologas de ADN. Se han puesto de mani- 
fiesto por análisis genéticos de las secuencias 
de ADN contiguo a los genes de resistencia 
(cromosómico o plasmídico). 

La trascendencia de los factores R y de los 
plásmidos de resistencia estriba en que la 
mayor parte de las cepas de origen clínico, 
sobre todo hospitalarias, deben su resistencia 
a aquéllos [271, 317, 333]. 
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La resistencia bacteriana aparece básicamen- 
te portres mecanismos, que pueden intervenir 
de forma aislada o asociados (tabla 17). 

El primero consiste en la disminución de la 
acumulación del antimicrobiano en el interior 
de la célula, que puede ser debido a una 
disminución de la permeabilidad o a un 
incremento de la expulsión activa. 

El segundo se basa en la inactivación enzimá- 
tica por hidrólisis (como en los B-lactámicos) 
o por detoxificación como en los aminoglu- 
cósidos. 

El tercero engloba los cambios en los puntos 
de acción o lugares diana (proteínas fijadoras 
de penicilinas o PFPs, ribosomas, cadenas 
metabólicas, enzimas, etc.) [149]. 


TABLA 17.- PRINCIPALES MECANISMOS 
DE RESISTENCIA [149] 


* B-lactámicos 
+ Estreptomicina 
* Eritromicina 
+ Clindamicina 
+ Quinolonas 

» Rifampicina 

* Sulfonamidas 
e Tetraciclina 

* Trimetoprima 


Alteración en el 
lugar de acción 


Mecanismos en- | * B-lactámicos 
zimáticos de + Aminoglucósidos 
inactivación + Cloranfenicol 


» B-lactámicos 
* Cloranfenicol 
* Quinolonas 
* Tetraciclina 
* Trimetoprima 
* Ernittromicina 


Alteración de la 
permeabilidad, 

captación y con- 
centración 


3.A- ALTERACIÓN EN LA PERMEABILI- 
DAD, CAPTACIÓN O ACUMULACIÓN 


En ocasiones los antimicrobianos no son 
capaces de penetrar en el interior de la bacte- 
ria, O lo hacen en concentraciones muy pe- 
queñas. Esto puede ser debido auna incapaci- 
dad para salvar el obstáculo que representa la 
membrana externa debida a la hidrofobicidad 
del antimicrobiano o a una disminución o 
modificación de las porinas por mutación o 
fenómenos de transferencia genética [69, 70, 
71, 282, 283, 315]. 


A veces, la resistencia puede surgir cuando 
un antimicrobiano, como la tetraciclina, una 
vez que ha penetrado en el interior de las 
bacterias, vuelve a salir en su mayor parte y 
no se acumula en el interior celular en canti- 
dad suficiente para unirse de manera eficaz al 
sitio de acción. Este mecanismo es conocido 


como expulsión activa del antimicrobiano. 


3.B- MECANISMOS ENZIMÁTICOS DE 
INACTIVACIÓN 


Diversas enzimas pueden modificar los anti- 
microbianos catalizando su destrucción o 
convirtiéndolos en derivados inactivos. Es la 
principal forma de resistencia a los antimicro- 
bianos más utilizados en clínica como 
P-lactámicos y aminoglucósidos. 

Las B-lactamasas son enzimas que hidrolizan 
el antibiótico, inactivándolo por actuar sobre 
el enlace amida en el anillo fB-lactámico. 
Estas enzimas, desde el punto de vista bioquí- 
mico, se distinguen por su actividad dirigida 
preferente frente a penicilinas (penicilinasas), 
cefalosporinas (cefalosporinasas) o por un 
amplio espectro (ambas). Desde el punto de 
vista genético pueden ser cromosómicas o 
plasmídicas. También pueden ser inducibles 
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o constitutivas, es decir, sintetizadas en 
presencia o en ausencia de un inductor. Se 
han efectuado numerosas clasificaciones 
siendo las dos más utilizadas, la de Richmond 
y Sykes; y la de Bush, Jacoby y Medeiros 
(tablas 20, 21, 22). Estas enzimas son produ- 
cidas principalmente por estafilococos, ente- 
robacterias, P. aeruginosa, Neisseria gonorr- 
hoeae, Moraxella catarrhalis, Haemophillus 
influenzae y algunas bacterias anaerobias, 
pero otras muchas bacterias son capaces de 
producirlas [69, 70, 71, 282, 283, 315]. 

En estafilococos, las B-lactamasas son plas- 
mídicas, inducibles y generalmente extracelu- 
lares. 

En las bacterias gramnegativas, la mayor 
parte son de origen plasmídico o codificadas 
por transposones, casi siempre constitutivas 
y se encuentran en el espacio periplásmico; 
aunque también podemos encontrar 
B-lactamasas cromosómicas, tanto inducibles 
como constitutivas. 

Los aminoglucósidos por modificaciones 
enzimáticas pierden afinidad por el ribosoma. 
Estos enzimas son codificados por genes 
plasmídicos o cromosómicos, se localizan 
intracelularmente, son de tipo constitutivo y 
en algunos casos son vehiculados por trans- 
posones. 

El cloranfenicol pierde afinidad por el riboso- 
ma debido a la presencia de una 
cloranfenicol-acetiltransferasa que se localiza 
intracelularmente. Generalmente está codifi- 
cada por plásmidos, suele ser inducible en las 
bacterias grampositivas y de tipo constitutivo 
en las gramnegativas. 


Otros antimicrobianos como macrólidos y 
tetraciclinas pueden ser inactivados por 
modificaciones enzimáticas, aunque general- 
mente éste no es el principal mecanismo de 
resistencia [149]. 


3.C- CAMBIOSEN LOS PUNTOS DE ACCIÓN 
O FALTA DE LA DIANA 


La resistencia a los antimicrobianos 
B-lactámicos pueden surgir por alteraciones 
en las proteínas fijadoras de penicilinas 
(PFPs) que muestran una menor afinidad por 
el antimicrobiano (gonococo), por síntesis de 
nuevas PFPs sin modificarse la afinidad de 
las originales (Enterococcus faecium) o por 
una combinación de las anteriores mecanis- 
mos (neumococos). Las alteraciones de las 
PFPs son adquiridas y casi siempre se deben 
a mutaciones cromosómicas. 

La resistencia por alteraciones en los riboso- 
mas pueden surgir por mutación (resistencia 
de enterococos a estreptomicina) o por la 
acción de enzimas codificados en el cromoso- 
ma, plásmidos o transposones (macrólidos, 
lincosamidas y estreptograminas). Las altera- 
ciones a nivel de la subunidad A de la girasa 
del ADN es el principal mecanismo de resis- 
tencia de las fluoroquinolonas. 

Existen mecanismos en los que se altera el 
lugar de acción de los antimicrobianos por 
hiperproducción de sustratos competitivos o 
enzimas diana como sulfamidas y trimetopri- 
ma por una hiperproducción de PABA y 
dihidrofolatoreductasa respectivamente [69, 
70, 71, 149, 282, 283, 315]. 
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El descubrimiento casual en 1929 y el aisla- 
miento posterior en 1940 de la penicilina 
pura y su preparación a escala industrial 
permitió la biosíntesis de varias penicilinas al 
descubrirse que podía obtenerse en los caldos 
de fermentación, exclusivamente penicilina 
G, añadiendo al medio de cultivo, ácido 
fenilacético. 

"Las penicilinas semisintéticas fueron prime- 
ramente preparadas por modificación química 
del grupo para-amino de la penicilina G hasta 
el aislamiento natural del núcleo de la penici- 
lina, es decir, el ácido 6-amino penicilánico 
(6-APA) en 1959. 

El aislamiento del ácido penicilánico fue el 
punto de partida para la preparación de nue- 
vas penicilinas por la adición de distintas 
cadenas laterales, estructuradas por síntesis 
química y agregadas al grupo NH, del 6-APA 
por medio de sus correspondientes cloruros 
de ácido. 

Diversos objetivos se persiguieron al mismo 
tiempo, uno de ellos era ampliar el espectro 
para abarcar tanto bacilos grampositivos 
como bacilos gramnegativos; otra posibilidad 
fue la elección de cadenas laterales que 
hicieran a la penicilina resistente a las enzi- 
mas penicilinásicas. 


Del descubrimiento de una actividad antibió- 
tica en caldos de cultivo de hongos del géne- 


ro Cephalosporium aislados por Brotzu en 
1943 y de estudios y aislamientos posterio- 
res, se aisló en 1955 la que fue denominada 
cefalosporina C. De esta cefalosporina C se 
derivan las cefalosporinas semisintéticas 
elaboradas por un mecanismo similar al de 
las penicilinas semisintéticas. 

En 1972 se describió un nuevo grupo o fami- 
lía de sustancias antibióticas que, aunque está 
íntimamente relacionada con la de las cefa- 
losporinas, constituye una entidad distinta: 
las cefamicinas. 

Posteriormente aparecen otros grupos de 
antimicrobianos con diversas actividades. En 
conjunto, los antibióticos B-lactámicos pode- 
mos clasificarlos en varios grupos: 


Penicilinas o Penamas 

Penemas y Carbapenemas 

Cefalosporinas o Cefemas y Oxacefemas 

Monobactamas 

Inhibidores de las B-lactamasas: 
Clavamas y otros. 


1.B - ESTRUCTURA QUÍMICA 


El núcleo fundamental de los B-lactámicos es 
el anillo de fB-lactama de cuatro átomos que, 
salvo en el caso de las monobactamas, se 
encuentra condensado junto a otro tiazolidíni- 
co o dihidrotiazínico. Las estructuras genera- 
les se exponen en la tabla 18. 
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CcooH 


Penemas 


CcooH 


Cefamas 


O 


Nu. 
R 


COOH 


Oxacefemas 


N 
COOH 


Clavamas 


COOH 


Carbapenemas 


S 


No. 
R 


COOH 


Cefemas 


Monobactamas 
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ABSORCIÓN. 


Los antibióticos B-lactámicos se administran 
vía parenteral aunque algunos derivados 
tienen buena absorción vía oral. 


DISTRIBUCIÓN. 


Es en general buena, pero el grado de unión 
de los distintos antibióticos P-lactámicos 
a las proteínas plasmáticas varía notable- 
mente de unos a otros. Hay que tener en 
cuenta que los antibióticos P-lactámicos son 
sustancias hidrófilas y, por tanto, tendrán un 
bajo grado de unión a las proteínas plasmáti- 
cas y presentarán una alta difusión a través de 
los tejidos. 

Por otra parte, en condiciones normales, no 
son capaces de atravesar la barrera hematoen- 
cefálica; sin embargo en los casos en que 
existe inflamación de las meninges, esta 
difusión está aumentada, haciendo posible el 
uso de estos antibióticos en el tratamiento de 
infecciones ocasionadas en esta zona. 

Todos los antibióticos B-lactámicos atravie- 
san la barrera placentaria llegando a la circu- 
lación fetal. A pesar de ello, y debido a su 
escasa toxicidad, son de elección para el 
tratamiento de infecciones durante el embara- 
zo. 


METABOLISMO 


Generalmente sufren poca metabolización y 
ésta suele ser hepática, renal o intestinal, 
mediante oxidaciones, reducciones, conjuga- 
ciones e hidrólisis. 

En el caso concreto del metabolismo del 
imipenem, es importante destacar la acción 
de una dipeptidasa renal, localizada en las 
células del túbulo proximal renal, que lo 
hidroliza haciendo que pase a la orina en 
forma de metabolito inactivo. La administra- 
ción simultánea de un inhibidor de esta di- 


peptidasa, la cilastatina, aumenta la presencia 
urinaria del imipenem sin metabolizar hasta 
un 70%. 


EXCRECIÓN 


En su mayor parte se eliminan de forma 
activa e inalterados. La mayoría son elimina- 
dos por vía renal, aunque algunos lo hacen 
por vía biliar, continuando por vía intestinal 
y siendo en parte eliminados con las heces y 
en parte reabsorbidos en un ciclo enterohepá- 
tico. Otros pueden eliminarse parcialmente 
por la leche, la saliva o el sudor. 

Algunas cefalosporinas tienen como vía de 
eliminación más importante la vía biliar, tal 
es el caso de la ceftriaxona, cefotetam y sobre 
todo cefoperazona, lo que supone que serán 
efectivas para el tratamiento de las infeccio- 
nes localizadas a nivel de vías biliares, pero 
al existir una circulación intestinal del anti- 
biótico también pueden dar lugar a efectos 
adversos como modificación de la flora 
intestinal y alteraciones en la coagulación por 
hipoprotrombinemia secundaria al déficit 
de vitamina K derivado de dicha reducción de 
la flora intestinal [2, 111]. 


1D: 
BL L:PAPELDELASTH 
TEÍNAS FIJADORAS DE PENICILINA 
PEPS | 


Las penicilinas, y en general todas las beta- 
lactaminas, inhiben la síntesis de la pared 
celular bacteriana de los microorganismos 
sensibles al impedir la biosíntesis de mureína 
o peptidoglicano, por competición con las 
enzimas transpeptidasas y carboxipeptidasas 
encargadas de la formación de los puentes de 
pentaglicina responsables de la unión de las 
cadenas lineales de N-acetilglucosarina y 
ácido N-acetilmurámico. La acción es de tipo 
bactericida y sólo se ejerce sobre las bacte- 
rias sensibles que se encuentren en fase de 
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crecimiento. 

Estas enzimas son sensibles a las penicilinas 
y están presentes en la membrana citoplásmi- 
ca. Las transpeptidasas y carboxipeptidasas 
que reconocen como sustratos a las penicili- 
nas, cefalosporinas y cefamicinas son deno- 
minadas enzimas o proteínas fijadoras de 
penicilina (PFPs). Hasta el momento, se han 
descrito varias PFPs localizadas en la mem- 
brana interna de la pared celular o en la 
membrana citoplásmica y que se denominan: 
la, 1b, 2, 2a, 2b, 2x, 3, 3', 4, 4”, 5, 6,7, 7a, 7b, 
8, y 9. La unión de los antibióticos 
B-lactámicos con estas proteínas tiene efectos 
diversos y característicos sobre la morfología 
y la viabilidad bacteriana [13, 166, 186, 280, 
282, 284, 300, 426]. 


El complejo PFP 1 (la y 1b) es el más impor- 
tante, ya que estas enzimas están relacionadas 
con la biosíntesis del peptidoglicano íntima- 
mente ligado a la elongación de la bacteria, 
por lo que su inhibición y el bloqueo de su 
acción fisiológica, determinada por su fija- 
ción a una penicilina o a una cefema, trae 
consigo la detención del crecimiento bacte- 
riano y puede llevar a la formación de esfero- 
plastos o protoplastos y posterior lisis, si no 
se encuentran en un ambiente hipertónico, 
por la acción incontrolada de otras enzimas 
denominadas endopeptidasas o mucopeptida- 
sas que tienen efecto autolítico [111, 166, 
186, 280]. 

La PFP 2 actúa en el mantenimiento de la 
forma de la bacteria y se denomina factor de 
conformación, pues actúa añadiendo bloques 
curvos de peptidoglicano a las “esquinas” de 
los bacilos; su inhibición por fijación a una 
penicilina, una cefalosporina o una cefamici- 
na origina formas esféricas u ovoides gigan- 
tes [111, 166, 186, 280]. Asimismo en E. coli 
se ha implicado en la inducción de la síntesis 


de P-lactamasas del tipo AmpC [44, 52, 56]. 
La PFP 3, que es esencial para la división 
celular, es llamada factor de segmentación, 
pues su papel consiste en formar septos o 
paredes transversales para dividir la bacteria 
en dos; el bloqueo de su acción por penicili- 
nas o cefemas da lugar al alargamiento incon- 
trolado del microorganismo, con la formación 
de células filamentosas [111, 166, 186, 280]. 


El resto de las PFPs no parecen ser indispen- 
sables para la formación de la pared celular, 
puesto que se han encontrado mutantes de 
Escherichia coli que carecen de ellas sin que 
presenten ninguna anomalía en la síntesis de 
su pared [111, 166, 186, 280]. Por su parte, 
tanto en P. aeruginosa como en E. cloacae el 
nivel inducido de expresión de B-lactamasas 
cromosómicas se correlaciona con el grado 
de unión del inductor a PFP5 y PFP7 [44, 
426], pero no con otras PFPs, aunque el papel 
de la PFP8 y PFP9 en el proceso de inducción 
de P-lactamasas aún no ha sido estudiado, 


Además de las transpeptidasas y las carboxi- 
peptidasas existen otras enzimas, las endo- 
peptidasas o mucopeptidasas; estos tres tipos 
de enzimas intervienen en los estadios finales 
de la síntesis del peptidoglicano de la pared 
celular de la bacteria. Las endopeptidasas o 
mucopeptidasas son enzimas autolíticas, que 
en condiciones fisiológicas actúan conjunta- 
mente con los otros dos tipos, pero cuando 
las transpeptidasas o las carboxipeptidasas 
son bloqueadas al unirse a penicilinas, cefa- 
losporinas y cefamicinas, las endopeptidasas 
funcionan libremente, de forma descontrola- 
da, y dan lugar a la lisis bacteriana, por lo 
que, en último término, la acción bactericida 
de estos antibióticos es el resultado del efecto 
de dichas enzimas [111, 166, 186, 280]. 


O Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004 


pág. 78 CAPÍTULO 4: CLASIFICACIÓN Y CARACTERÍSTICAS DE LOS B-LACTÁMICOS 


Los microorganismos con una pared celular 
inexistente o deficiente, como Mycoptasrna 
o formas L bacterianas o las que estén en fase 
estacionaria, presentan resistencia natural a 
los B-lactámicos. Estos antibióticos son los 
más utilizados en clínica por lo que el desa- 
rrollo de resistencias representa un importan- 
te problema. Se han identificado tres meca- 
nismos independientes, que a veces pueden 
actuar sinérgicamente. 


2.A - ALTERACIÓN DE LA PERMEABILI- 
Da ABHa 


Para llegar a los sitios de actuación los anti- 
bióticos deberán atravesar las envolturas más 
externas de la bacteria. En el caso de los 
antibióticos P-lactámicos, el sitio diana, las 
PFPs, están situadas en la cara externa de la 
membrana citoplasmática. 

Este mecanismo es frecuente en bacterias 
gramnegativas, las características estructura- 
les de la pared impiden una penetración 
eficaz del antibiótico. La entrada de los 
P-lactámicos tiene lugar de forma pasiva a 
través de las porinas. En este tipo de bacte- 
rias, los antibióticos PB-lactámicos, dada su 
naturaleza hidrófila, no pueden atravesar esta 
barrera a través de la bicapa lipídica por 
difusión y penetran fundamentalmente a 
través de canales constituidos por porinas. En 
las bacterias grampositivas esta penetración 
es fácil gracias a que sólo poseen la envoltura 
externa glucopéptida. Por ello, esta barrera de 
permeabilidad protege a la bacteria gramne- 
gativa si existen otros mecanismos que elimi- 
nen los antibióticos del espacio o gel peri- 
plásmico. La modificación o desaparición de 
las porinas en bacterias gramnegativas alteran 
la permeabilidad y pueden ser una causa de 
resistencia o un factor que contribuya a la 


misma. Estas alteraciones pueden deberse a 
mutaciones que disminuyen la síntesis de 
porinas. 


En Escherichia coli, y en gramnegativos en 
general, las porinas OmpF y OmpC son las 
más importantes. Cuando están disminuidas 
ambas son hasta 32 veces más resistentes a la 
mayoría de las cefalosporinas, cuando care- 
cen de OmpF y están aumentadas las OmpC 
la resistencia es variable, y cuando no poseen 
OmpC no está afectada la sensibilidad [69, 
70, 71, 282, 283, 315]. 


Se han descrito numerosos mutantes deficien- 
tes en la porina F y/o en la porina C de Es- 
cherichia coli. La deficiencia en la porina F 
es la que tiene un mayor efecto en la permea- 
bilidad de la pared bacteriana a las moléculas 
de los antibióticos B-lactámicos [131]. Tam- 
bién la porina C permite el paso de muchas 
moléculas de B-lactámicos, entre otras mu- 
chas moléculas, aunque para la misma molé- 
cula el grado de difusión a través de la porina 
C es mucho menor que a través de la porina 
F [131]. Por ejemplo, el grado de difusión de 
cefoxitina y de cefotaxima es el doble a 
través de la porina F que a través de la porina 
C [131]. La deficiencia en la porina EF, y 
mucho menos la deficiencia de la porina C, es 
un factor que frecuentemente contribuye a 
determinar altos niveles de resistencia a 
antimicrobianos, y en concreto a antibióticos 
B-lactámicos en cepas de E. coli tanto de 
procedencia clínica como seleccionadas in 
vitro [96, 329, 345]. También es frecuente en 
cepas de otras especies de enterobacterias la 
pérdida de la porina F y de la porina D como 
ocurre en £. cloacae [4, 84, 99, 109, 270, 
347, 373, 398, 484], la pérdida de una proteí- 
na 40-41 kDa en £. aerogenes [90], C. freun- 
dii [294], la falta de OpmK36 en Klebsiella 
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pneumoniae [306], la deficiencia de la porina 
F en Salmonella sp. [109, 316] y otras. 

Otro hecho a destacar es que generalmente 
estos cambios en la permeabilidad forman 
parte de un conjunto de mutaciones que se 
manifiestan en mutantes con fenotipos de 
resistencia a múltiples antimicrobianos. Este 
es el caso de las cepas de E. coli en las que la 
activación del gen marA resulta en el déficit 
de expresión de la porina F [8, 89, 96, 97, 
180, 221, 298, 321, 355]. El mismo resultado 
se aprecia en cepas mutantes de otras espe- 
cies de enterobacterias en las que la activa- 
ción de genes homólogos de marA crea de- 
fectos en la permeabilidad por pérdida de 
expresión de porinas de su membrana externa 
[8, 164, 232, 258, 259, 269]. 


Según diferentes estudios, para producir un 
incremento significativo en la CMI de un 
determinado antibiótico que tenía buena 
penetración en cepas no mutantes, se necesi- 
taron disminuciones de 100 veces o más en 
los coeficientes de permeabilidad [344]. Sin 
embargo, el efecto de una permeabilidad 
deficiente en la célula bacteriana favorece 
tanto al efecto hidrolítico como al inactivador 
de las B-lactamasas causado sobre las molé- 
culas de antibiótico que penetren en la célula 
bacteriana y, por tanto, actúa como mecanis- 
mo complementario potenciando el efecto de 
las P-lactamasas existentes en la célula bacte- 
rana [4, 84, 99, 131,239, 294, 345, 347, 373, 
405, 467, 484]. 


En Pseudomonas aeruginosa la mayor parte 
de los aislamientos resistentes a carbenicili- 
na, permanecen sensibles a imipenem pero 
poseen un elevado nivel de resistencia a 
tetraciclina y cloranfenicol y tienen alterado 
su patrón de sensibilidad al resto de los 
P-lactámicos y quinolonas. La actividad a 
imipenem se mantiene ya que la entrada de 
este antimicrobiano se realiza por una vía 
diferente a los demás (porina D2). Debido a 
la desaparición de esta porina se produce 
resistencia a imipenem. [149]. En P. aerugi- 


nosa resistentes al imipenem, diversos traba- 
jos muestran que la disminución de la per- 
meabilidad por la pérdida de la porina OprD 
es la principal causa de dicha resistencia, 
aunque también en otros se describe el papel 
de la disminución de la afinidad de ciertas 
PFPs [86, 87, 282, 489]. 


Por sus características moleculares unos 
P-lactámicos penetran mejor que otros, así, el 
imipenem y el moxalactam, por su hidrofilia 
penetran muy bien. Las cefalosporinas de la 
1* generación penetran bien a través de la 
membrana externa pero son débiles frente a 
la acción de las B-lactamasas. Las cefalospo- 
rinas de 3* generación presentan radicales que 
les confieren nuevas propiedades antibacte- 
rianas, pero que aumentan el volumen de la 
molécula y atraviesan lentamente la membra- 
na externa; éste es el caso de la ceftazidima, 
cuyo flujo a través de la membrana es inferior 
que el de las cefalosporinas de 1* generación 
[69, 70, 71, 282, 283, 315]. 


2B + CAMBIOS 'O: AUSENCIA DE'LOS SI- 
TIOS DE ACCIÓN (PEPS' YO DIANA. 


Las funciones enzimáticas de las proteínas 
fijadoras de penicilinas (PFPs) son esenciales 
en la síntesis del peptidoglicano de la pared 
celular. A este nivel, los B-lactámicos ejercen 
su efecto bactericida mediante la inhibición 
de estas PFPs actuando como análogos de un 
componente del peptidoglicano, la acil-D- 
alanilD-alanina. 

Los B-lactámicos se unen de forma irreversi- 
ble a las PEPs de la membrana citoplasmáti- 
ca, originando una resistencia por alteracio- 
nes de las PFPs que puede deberse a 3 meca- 
nismos: 


1. Hiperproducción de una PFP resistente. 
Esta proteína se encuentra en muy pequeña 
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cantidad en la célula sensible; en estos casos 
puede llegar a sustituir a las PFPs inicialmen- 
te sensibles [282, 498]. 


2. Modificación de las PFPs por mutaciones 
puntuales, dando lugar a una disminución de 
la afinidad por los f-lactámicos. En estos 
casos, será necesario administrar una mayor 
cantidad de antibiótico con el fin de saturar 
las PFPs esenciales, esto se traduce en un 
aumento de la CMI inicial. Se ha descrito 
una disminución de la afinidad por 
B-lactámicos en Streptococcus pneumoniae 
(por las PFPs la, 2x, 2a y 2b), enterococos 
(PFP1 y 3), N. gonorrhoeae (PFP1 y 2), P 
aeruginosa (PFP3, aunque no es el mecanis- 
mo más importante), H. influenzae (PFP3, 4 
y 5), etc. En Bacteroides fragilis la resisten- 
cia a cefoxitina se ha asociado con una baja 
afinidad de PFP1 y 2. La resistencia en H. 
influenzae y N. gonorrhoeae, con frecuencia, 
es debida a alteraciones de las PFPs asocia- 
das a alteraciones de la permeabilidad. 


3. Adquisición de una PFP resistente que 
reemplaza a una o varias PFPs sensibles. Este 
mecanismo de resistencia es más frecuente, 
por sus características estructurales, en bacte- 
rias grampositivas. La adquisición de este 
ADN exógeno que codifica una PFP resisten- 
te puede ser un gen completo o fragmentos de 
genes. La resistencia a meticilina de Staphy- 
lococcus aureus y Staphylococcus epidermi- 
dis está determinada por la presencia de una 
PFP adicional (PFP2' ó PFP2a) [257, 282, 
395, 426, 489, 498]. 


4. Hiperproducción de una PFP diana de 
un determinado antibiótico f-lactámico, 
que impediría la saturación de la diana del 
antibiótico B-lactámico dejando menor núme- 
ro de moléculas del antibiótico libres y acti- 
vas [275]. 


- IMPORTANCIA CLÍNICA DELAS ALTERA- 


CIONES DE LAS PFPS EN ORGANISMOS 
GRAMNEGATIVOS 


Aunque en organismos gramnegativos el 
mecanismo más importante y frecuente es la 
inactivación por f-lactamasas, parece estar 
bastante probado que la modificación de las 
PFPs puede contribuir en la resistencia a los 
B-lactámicos, así como que la disminución de 
la permeabilidad de la membrana externa 
pueda dar lugar a una resistencia moderada a 
los antibióticos B-lactámicos. Se estima que 
cinco o seis loci cromosómicos regulan la 
resistencia intrínseca a los antibióticos 
B-lactámicos, debido a una disminución de 
las PFP-1 y PFP-2, reguladas probablemente 
por estos loci. Asimismo, parece probable 
que en las bacterias gramnegativas las muta- 
ciones que afecten a una o más PFPs puedan 
estar asociadas a mutaciones que disminuyan 
la penetración del antibiótico a través de la 
membrana externa [257, 282, 395, 426, 489, 
498]. 


Un estudio realizado en Pseudomonas aeru- 
ginosa, ha puesto de relieve que la alteración 
en la PFP-2 puede ser causa de resistencia al 
imipenem. 

En tres cepas de Haemophilus resistentes a la 
ampicilina, P-lactamasas negativas, se ha 
encontrado que tenían alterada las PFPs 3+6, 
3+4, ó 4 respectivamente. Además de esta 
alteración poseían una disminución de la 
permeabilidad de la membrana externa debi- 
da a una mutación de las proteínas de ésta. 
Más recientemente se han obtenido cepas 
mutantes de E. coli resistentes a algunas 
cefalosporinas mediante la modificación de 
cuatro aminoácidos diferentes en la secuencia 
de la PFP-3 [257, 282, 395, 426, 489, 498]. 
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Los mecanismos enzimáticos por los cuales 
una bacteria resiste la acción de un antimicro- 
biano son: 


[. Inactivación del antibiótico por una enzima 
producida por la bacteria. La hidrólisis 
del antibiótico depende de: 

a) La sensibilidad del antibiótico por la 
enzima. 

b) La cantidad de enzima elaborada 
por la bacteria. 

c) La afinidad del antibiótico por la 
enzima (número de moléculas de la 
enzima que se precisan para inactivar 
cada molécula de antibiótico). 

Il. Vía metabólica alternativa o imhibición 
competitiva de la enzima bacteriana que 
reconoce como sustrato al antimicrobia- 
no. 


La inactivación por enzimas elaboradas por 
las bacterias es el mecanismo más frecuente 
de resistencia a los antibióticos como los 
betalactámicos, aminoglucósidos y el cloran- 
fenicol. Los B-lactámicos pueden ser inacti- 
vados por diferentes enzimas bacterianas 
como acilasas, amidasas y acetilesterasas. La 
producción de f-lactamasas es el mecanismo 
más importante de resistencia bacteriana 
frente a los fP-lactámicos [149]. 


Las B-lactamasas son enzimas producidas 
por muchas bacterias grampositivas y gram- 
negativas, que actúan hidrolizando (inacti- 
vando) el anillo B-lactámico de los antibióti- 
cos que lo poseen. Como consecuencia direc- 
ta de ello, el antibiótico pierde su actividad. 
Las B-lactamasas difieren en su perfil de 
sustratos (antibióticos a los que inactivan), su 
peso molecular, su punto isoeléctrico (son 
proteínas), su origen genético, su sensibilidad 
a diversos inhibidores y su actividad. 

Su estructura química se corresponde con 
polipéptidos de una sola cadena con algo más 


de un centenar de aminoácidos y pequeño 
peso molecular. Bioquímicamente son pepti- 
dasas especializadas. 


Los antibióticos P-lactámicos actúan interfi- 
riendo la síntesis de la pared celular bacteria- 
na, saturando e inactivando las proteínas 
fijadoras de penicilina (PFPs o PBPs: Penici- 
llin Binding Proteins) de la membrana cito- 
plasmática. Estas PFPs, son las proteínas 
diana para la acción de los B-lactámicos, y se 
corresponden con las transpeptidasas y carbo- 
xipeptidasas implicadas en la síntesis del 
peptidoglicano. Esta fijación se debe a la 
analogía entre el dipéptido de alanina y la 
molécula del antibiótico B-lactámico. 


Originalmente, las fB-lactamasas fueron el 
primer mecanismo de resistencia natural 
frente a los B-lactámicos siendo el caso de las 
cefalosporinasas en bacterias gramnegativas 
y de la resistencia adquirida con penicilinasas 
en $. aureus. El uso de antibióticos de amplio 
espectro como la ampicilina y las cefalospori- 
nas, como la cefalotina, condujo a la apari- 
ción de penicilinasas mediadas por plásmidos 
en gramnegativas, tales como las TEM-1 [53, 
54, 69, 70, 71, 128, 282, 283, 306, 307, 315, 
334, 488, 494]. 


Con la llegada de los antibióticos 
P-lactámicos no-hidrolizables por las 
P-lactamasas y que actuaban como débiles 
inductores, han aparecido un nuevo tipo de 
resistencias, a partir de las especies bacteria- 
nas que presentaban PB-lactamasas inducibles 
se produjo una selección de variantes que 
producen altos niveles de estas enzimas, de 
una forma constitutiva y que constituyen los 
mutantes desreprimidos. De manera que los 
patrones de susceptibilidad se modificaron 
con aparición de resistencias a los nuevos 
B-lactámicos incluyendo las cefalosporinas 
de tercera generación y monobactamos. 

También ha aparecido una nueva modalidad 
de resistencia a los B-lactámicos no hidroliza- 
bles, tales como a las cefalosporinas de terce- 
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ra generación que son mediadas por 
B-lactamasas de amplio espectro, y de codifi- 
cación plasmídica, identificadas sobre todo 
en especies de Enterobacteriaceae como 
Klebsiella spp. y E. coli. Una característica 
de estas enzimas es su actividad frente a un 
amplio espectro de los nuevos P-lactámicos 
[16,70, 71,73, 108, 114, 307, 334, 389, 494]. 


2.C.1 - Localización de las f-lacta- 
masas 


Las P-lactamasas son enzimas ampliamente 
distribuidas entre diversos géneros y especies 
bacterianas, tanto grampositivos como gram- 
negativos, así como en el género Streptomy- 
ces. 


En las bacterias gramnegativas las 
B-lactamasas son intracelulares y general- 
mente se localizan en el espacio periplásmi- 
co. Protegen la célula intentando mantener la 
concentración del antibiótico que ha llegado 
al espacio o gel periplásmico por debajo del 


nivel que causa la inactivación de las PFPs. 
Son generalmente cefalosporinasas o de 
amplio espectro y tienen menor afinidad que 
las de los grampositivos. 


Las cefalosporinasas hidrolizan de manera 
preferente las cefalosporinas pero también 
algunas penicilinas como aminopenicilinas y 
ureidopenicilinas por lo que realmente son 
penicilinasas y  cefalosporinasas. Estas 
P-lactamasas pueden ser constitutivas O 
inducibles y de origen cromosómico o plas- 
mídico. La resistencia está determinada por la 
cantidad de B-lactamasas, de su capacidad de 
hidrólisis y de la reducción de la permeabili- 
dad [110, 149]. 


Las P-lactamasas de las bacterias gramnegati- 
vas han sido clasificadas por diversos auto- 
res, siendo muy numerosas y complejas. La 
primera aceptada como referencia fue la de 
Richmond y Sykes (1973) en la que distin- 
guieron cinco clases de P-lactamasas en 
función de diversos parámetros. 
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Grampositivas Gramnegativas 


Cocos Bacilos Cocos 


Staphylococcus 
Enterococcus 


Neisseria Enterobacterias | Streptomyces 


Branhamella 


Bacillus 
Clostridium 


Corynebacterium 
Actinomyces 
Nocardia 
Mycobacterium 


Haemophilus 
Pasteurella 
Bordetella 
Pseudomonas 
Acinetobacter 
Achromobacter 
Alcaligenes 
Flavobacterium 
Aeromonas 
Campylobacter 
Legionella 
Bacteroides 
Fusobacterium 
Eikenella 


Capnocytophaga 


A partir de esta clasificación se han realizado 2br. P-lactamasas de amplio espectro con 
varias, la que tiene mayor aceptación y resul- fijación reducida por el ácido clavulá- 
ta más completa es la de Bush, Jacoby y nico. 
Medeiros (1995) (tablas 20, 21, 22) que las 2c.  P-lactamasas que hidrolizan la carbeni- 
clasifica en función de la especificidad del cilina y son inhibidas por el ácido 
sustrato y la susceptibilidad a la inhibición clavulánico. 
por el ácido clavulánico: 2d. — B-lactamasas que hidrolizan la cloxaci- 
lina. 
2e. Cefalosporinasas inhibidas porel ácido 
1. — Cefalosporinasas no inhibidas por el clavulánico. 
ácido clavulánico. 2f.  PB-lactamasas que hidrolizan a las car- 
2a. Penicilinasas inhibidas por el ácido bapenemas (no metaloenzimas) 
clavulánico. 3.  Metalo-B-lactamasas no inhibidas por 
2b.  P-lactamasas de amplio espectro inhi- el ácido clavulánico. 
bidas por el ácido clavulánico 4. — Penicilinasas parcialmente inhibidas 
2be. Igual que las anteriores pero de espec- por el ácido clavulánico [69, 70, 71, 


tro ampliado. 


149, 282, 283, 315]. 
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Cefalosporinasas de origen cro- 
mosómico. 


Inhibidas por isoxazolil penicili- 
nas, carbenicilina y por al- 
gunos halopeniciloatos, no 
por ácido clavulánico ni 
sulbactam. 


Penicilinasas de origen cromosó- 
mico. 


Inhibidas por isoxazolil penicili- 
nas y por ácido clavulánico 
pero no por carbenicilina. 


Enzimas de origen plasmídico, de 
amplio espectro, que hidro- 
lizan penicilinas y cefalos- 
porinas. 


Inhibidas por pCMB, isoxazolil 
penicilinas, ácido clavuláni- 
co, sulbactam y tazobactam. 
Poca actividad frente a car- 
benicilina. 


- pen = penicilina, 
cer = cefaloridina, 


amp = ampicilina, 
pCMB = para-cloromercuriobenzoato. 


Peso molecular: 
24.000-46.000. 


Perfil: 
pen 100, amp 100, 
carb 5, clox 0, cer 
150-8000. 


Peso molecular: 
25.000-30.000. 


Perfil: 
pen 100, amp 150, 
carb 40, clox O, 
cer 10. 
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Encontradas en: 
Enterobacter 

E. coli, Morganella 
Proteus vulgaris 
Providencia 
Pseudomonas 
Klebsiella, Serratia 
Citrobacter 


Encontradas en: 


Proteus mirabilis 
E. coli. 


Clase HH 


Peso molecular: 
17.000-29.000. 


Perfil: 
pen 100. amp 180, 
carb 10, clox O cer 
150. 


Tipo 
(de amplio espectro): 
TEM, SHV, HMS. 


carb = carbenicilina, 


Encontradas en: 


E. coli, Haemophilus 
Neisseria, Salmonella 
Shigella, Pseudomonas 


Son las enzimas más 


distribuidas por todo 
el mundo. 


clox = cloxacilina 


- En esta clasificación no están incluidas las fB-lactamasas de las bacterias grampositivas ni 
ciertas enzimas como las sintetizadas por Stenotrophomonas maltophilia. 
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Enzimas cromosómicas, semejan- 
tes a las anteriores, de am- 
plio espectro, que hidroli- 
zan penicilinas y cefalospo- 
rinas. 


Inhibidas por ácido clavulánico, 
sulbactam y tazobactam. 
Resistentes a la inhibición 
por isoxazolil penicilinas, 
carbenicilina y pCMB. 


Un grupo heterogéneo de 
B-lactamasas plasmídicas 
que hidrolizan penicilinas y 
cefalosporinas. 


Inhibidas por ácido clavulánico. 
Hidrolizan mejor las isoxa- 
zolil penicilinas que las ce- 
falosporinas. 


Peso molecular: 
18.000-25.000. 


Perfil: 
pen 100, amp 150, 
carb 50, clox 20, 
cer 70. 


Peso molecular: 
12.000-32.000. 


Perfil: 
pen 100, amp 300, 
carb 70, clox 200, 
cer 50, 


Tipo: 
OXA 1,2,3; 
PSE 1,2,3,4. 


Encontradas en: 


Klebsiella 
Branhamella 
Bacteroides 
M. catarrhalis 


Encontradas en: 


E. coli 
Pseudomonas 
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- pen = penicilina, amp = ampicilina, carb = carbenicilina,  clox =cloxacilina 
cer = cefaloridina,  pCMB = para-cloromercuriobenzoato. 
- En esta clasificación no están incluidas las P-lactamasas de las bacterias grampositivas ni 
ciertas enzimas como las sintetizadas por Stenotrophomonas maltophilia. 
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£Jasificación Clasificación : 
. de Bush, 
Jacoby 

“y Medeiros - 


No incluido 


No incluido, 
excepto K1 
de clase TV 


No incluido 


Cefalosporinas 


Penicilinas 


Penicilinas, 
cefalosporinas 


Penicilinas, 
cefalosporinas, 
monobactamas 


Penicilinas 


Penicilinas, 


carbenicilina 


Penicilinas, 
isoxipenicilinas 


Cefalosporinas 


No incluido 


No incluido 


A 


Penicilinas, 
cefalosporinas, 
carbapenemas 


La mayoría 
de los 
B-lactámicos, 
incluyendo 


Cromosómicas de 
gramnegativos: 
AmpC de E. coli 
AmpC de E. cloacae 
AmpC de P. aeruginosa 
MIR-1, MOX-1, FOX-1 
Blas de K. pneumoniae 
Penicilinasas grampositivos: 
S. aureus (A, B, C, y D) 


TEM-1, TEM-2, SHV-1 


TEM-3 a TEM-29 
SHV-2 a SHV-7 


TEM-30 a TEM-42, TRC-1 


PSE-1, PSE-3, PSE-4 


OXA-1 a OXA-15, PSE-2 


BCrl, Cefalosporinasas indu- 
cidas por Proteus vulgaris 
NMC-A de E. cloacae 
Sme-1 de S. marcescens 
IMP-1 
L1 de S. maltophilia 
CcrA de B. fragilis 

CphA, PCM-1, IMP-1 


O Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004 


. Blas de P. aeruginosa 


ND ND| Penicilinasa de B. cepacia 


ND = No Determinado 
Blas=P-lactamasas 


carbapenemas 


No incluido 
C* = Inhibición por el ácido clavulánico 

E* = Inhibición por el EDTA 
M* = Clase molecular de la B-lactamasa según Ambler. 


Penicilinas 
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2.C.2 - Producción de fB-lactamasas 


Según el mecanismo de producción de las 
P-lactamasas, éstas pueden clasificarse en 
inducibles y constitutivas. 


Las enzimas constitutivas son aquellas que 
son producidas continuamente por la célula, 
sin necesitar ningún mecanismo previo para 
su expresión. Incluyen enzimas como TEM, 
PSE, OXA y SHV. Las B-lactamasas produci- 
das de forma constitutiva pueden estar codifi- 
cadas tanto cromosómica como plasmídica- 
mente. Y en general, las P-lactamasas media- 
das por plásmidos son constitutivas [85, 334, 
389, 399, 489, 502]. 


Las enzimas inducibles son aquéllas que no 
son producidas continuamente por la célula, 
sino que necesitan de cierto tipo de agentes 
(los inductores) o actividad previa para que 
comienze su expresión. Las f-lactamasas 
inducibles, sintetizadas a bajo nivel, en pre- 
sencia de ciertos antimicrobianos se sinteti- 
zan en cantidades hasta 1000 veces superio- 
res. En un principio se estudió el fenómeno 
de inducción en grampositivos, sin embargo 
hoy ha adquirido más importancia el estudio 
de este fenómeno en enterobacterias, puesto 
que algunos de los nuevos antibióticos 
B-lactámicos de uso clínico tienen un impor- 
tante efecto inductor. Este potente efecto se 
ha observado especialmente con cefoxitina y 
en menor grado con cefalosporinas de amplio 
espectro. También se ha descrito como poten- 
te inductor de f-lactamasas al imipenem 
pero, a diferencia de los anteriores, este 
aumento en la cantidad de enzimas no altera 
la sensibilidad de la bacteria a este antibióti- 
co, ni ín vivo ni in vitro [502]. 


Sólo las P-lactamasas de Clase C 6 1 y las 
penicilinasas de S. aureus, son inducibles. 
Las primeras son las más importantes desde 


un punto de vista clínico. Estas enzimas de 
Clase 1son de codificación cromosómica y se 
sintetizan de forma inducible en Pseudomo- 
nas aeruginosa, Shigella sonnei, algunos 
Proteus indol positivo y algunas especies de 
Enterobacter, Citrobacter, Serratia, Morga- 
nella y Providencia [85, 334, 389, 399, 489, 
502]. 


La desrepresión en la síntesis de 
P-lactamasas, en contraste con la inducción, 
es un hecho estable que ocurre espontánea- 
mente en este grupo de organismos que po- 
seen B-lactamasas de Clase I. La frecuencia 
de mutación o de aparición de variantes 
desreprimidas en la síntesis de P-lactamasas 
ocurre con una frecuencia de una por cada 
10” a 10* células bacterianas. Esta frecuencia 
ocurre en muchas cepas de Enterobacter, 
Citrobacter freundii, Pseudomonas aerugino- 
sa y, con menos frecuencia, en otras entero- 
bacterias. 

La aparición de este tipo de resistencia in 
vivo ocurre con más frecuencia cuando la 
infección está producida por especies bacte- 
rianas típicamente productoras de 
P-lactamasas inducibles y el foco de dicha 
infección es relativamente inaccesible al 
antibiótico. En estos casos las concentracio- 
nes que alcance el antibiótico en dicho foco 
estarán cerca de su valor de CML lo que 
constituye una situación ideal para la selec- 
ción de mutantes productoras de B-lactamasas 
[25, 69, 70, 71, 282, 283, 286, 315, 334]. 


2.C.3 - Codificación de las f-lacta- 
masas 


Por su codificación, las P-lactamasas pueden 
clasificarse en cromosómicas y plasmídicas. 
Las B-lactamasas codificadas extracromosó- 
micamente pueden extenderse y hacer progre- 
sar las resistencias a los antibióticos debido a 
la fácil transferencia del material genético 
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que las codifica. Estos genes pueden ser 
movilizados intragenéticamente por recombi- 
nación o transposición e intergenéticamente 
por transformación, transducción o conjuga- 
ción. 


e Las f-lactamasas cromosómicas han 
sido descritas en muchos géneros y especies 
bacterianas, en especial en las bacterias 
gramnegativas. Probablemente la primera 
B-lactamasa descrita era cromosómica. Son 
enzimas codificadas por genes estructurales 
del cromosoma bacteriano y son característi- 
cas de género y/o especie. Su expresión 
puede ser inducible y, por tanto, incrementa- 
da por la presencia de ciertos P-lactámicos. 
En estas bacterias la presencia de grandes 
concentraciones periplásmicas de cefalospo- 
rinasas cromosómicas se puede producir por 
dos mecanismos diferentes: 
a) inducción o elevación transitoria en la 
síntesis de B-lactamasas, donde los niveles 
aumentados persisten sólo mientras el induc- 
tor está presente en el medio y 
b) desrepresión estable, donde los niveles 
aumentados de enzima persisten, incluso en 
ausencia del inductor, como consecuencia de 
una mutación espontánea. Este mecanismo es 
habitual en algunas enterobacterias, Pseudo- 
monas, Bacteroides, Campylobacter, Acine- 
tobacter, M. catarrhalis, Legionella y Pas- 
teurella, se localizan en el gel o espacio 
periplásmico y su espectro de hidrólisis, 
inhibición y producción es muy variado. Las 
más importantes son: 
» Cefalosporinasas: están clasificadas dentro 
de la clase 1 de Richmond y Sykes o grupo 
1 de Bush, son las más frecuentes e impor- 
tantes en clínica. Pueden ser constitutivas 
que son poco eficaces (E. coli) o inducibles 
(Enterobacter, Serratia, Proteus indol 
positivos, Citrobacter y Pseudomonas) que 
hidrolizan a la cefaloridina y cefalotina 
mucho más rápidamente que ala penicilina, 
y que son inhibidas por la cloxacilina y el 
aztreonam. Son enzimas con punto isoeléc- 
trico básico. 


* Cefuroximasas o metoxi-iminocefalospori- 
nasas son semejantes a las anteriores e 
inactivan también a cefuroxima, cefotaxima 
y aztreonam pero no a cefoxitina y son 
inhibidas por el ácido clavulánico. Están 
clasificadas dentro de la clase 1 de Rich- 
mond y Sykes o grupo 2e de Bush. Pueden 
ser constitutivas (Bacteroides del grupo 
fragilis) o inducibles (Proteus vulgaris, 
Burkolderia cepacia, etc). 

P-lactamasas no metaloenzimas que hidro- 
lizan las carbapenemas. Incluidas en el 
grupo 2f de la clasificación de Bush, Ja- 
coby y Medeiros, de punto isoeléctrico 
básico y clase molecular A. Descritas en 
cepas de E. cloacae y Serratia marcescens. 
Metaloenzimas: Estas P-lactamasas requie- 
ren un metal como cofactor, hidrolizan los 
P-lactámicos incluidos los carbapenemes 
(carbapenemasas) salvo aztreonam. No son 
inhibidas por el ácido clavulánico, pero sí 
por el EDTA. Requieren zinc para su 
actuación, son inducibles e hidrolizan 
penicilinas y cefalosporinas, incluyendo 
cefamicinas, así como al imipenem y mero- 
penem. Se encuentran en S. maltophilia, 
algunas especies de Flavobacteriun, Aero- 
monas y Legionella también se han descri- 
to, aunque en muy baja frecuencia, en 
Bacteroides fragilis, Pseudomonas aerugl- 
nosa, Serratia marcescens, Klebsiella 
pneumoniae y Acinetobacter baumannil. 


e Penicilinasas: Pertenecen a la clase mole- - 


cular A y son inhibidas por el ácido clavu- 
lánico. Han sido descritas en Klebsiella 
spp. y otras bacterias. 


Las B-lactamasas cromosómicas pueden ser 
causa de resistencia adquirida en el transcur- 
so de un tratamiento por selección de mutan- 
tes resistentes [69, 70, 71, 149, 282, 283, 
315]. 


e Las f-lactamasas plasmídicas suelen ser 
constitutivas, de amplio espectro, y con 
elevados niveles de eficacia y actividad. 
Están muy extendidas entre las bacterias dada 
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su falta de especificidad. Constituyen el 
mecanismo de resistencia más diseminado 
entre las poblaciones bacterianas que causan 
infección en el hombre. Se han caracterizado 
numerosas P-lactamasas, las más frecuentes 
son las TEM-1 y SHV-1 dentro de las de 
amplio espectro, las OXA-1 y OXA-2 entre 
las oxacilinasas, y las PSE-1 dentro de las 
carbenicilinasas [69, 70, 71, 149, 282, 283, 
315]. 


e Las B-lactamasas plasmídicas de espec- 
tro ampliado comprenden un grupo de enzi- 
mas que hidrolizan a los fB-lactámicos clási- 
cos y a los incorporados en la última década, 
que se han desarrollado para evitar la resis- 
tencia por las P-lactamasas clásicas. En la 
actualidad no existe ningún antibiótico 
B-lactámico que no sea hidrolizado por algu- 
na enzima plasmídica de espectro ampliado, 
lo que viene a demostrar la capacidad de 
adaptación de las bacterias que son capaces 
de desarrollar mecanismos para superar a las 
nuevas moléculas. Las más representativas 
son: 


* Oxiimino-fP-lactamasas. Son enzimas que 
hidrolizan a la totalidad de fB-lactámicos, 
excepto cefoxitina y carbapenemes, y son 
inhibidas por el ácido clavulánico, sulbac- 
tam y tazobactam. Están incluidas en el 
grupo 2be de Bush. El grupo más importan- 
te está representado por las fP-lactamasas 
derivadas de las TEM y SHV, y se deben a 
mutaciones puntuales en los genes plasmí- 
dicos que codifican a las PB-lactamasas 
TEM-1 y 2 y SHV-1. Se han descrito prefe- 
rentemente en enterobacterias (sobre todo 
en Klebsiella spp. y E. coli) y ocasional- 
mente en Pseudomonas y Burkholderia. La 
cefotaxima y ceftazidima están considera- 
dos como los antibióticos marcadores para 
la diferenciación fenotípica. Así, estas 
enzimas se clasifican como cefotaximasas 
o ceftazidimasas. 

Cefamicinasas. Son un grupo de enzimas, 
incluidas en el grupo 1 de Bush, que inacti- 


van los P-lactámicos. Resultan de la inte- 
gración en un plásmido de los genes AmpC 
cromosómicos de Enterobacter, Citrobac- 
ter, Klebsiella y P. aeruginosa. De ellas, las 
mejor caracterizadas, son MIR-1, MOX-1, 
CMY-1, CMY-2, BIL-1, LAT-1 y FOX-1. 
Confieren resistencias a cefamicinas y 
cefalosporinas (incluidas las de 3* genera- 
ción), pero no a carbapenemas. 

» Carbapenemasas. Estas enzimas se englo- 
ban en el grupo 3 de Bush e incluye a 
P-lactamasas tanto cromosómicas como 
plasmídicas. Confieren resistencia a la 
mayoría de los antibióticos B-lactámicos y 
no son inhibidas por ningún inhibidor de 
B-lactamasas, aunque sí por el EDTA. Estas 
B-lactamasas hidrolizan a las penicilinas, 
cefalosporinas, imipenem y meropenem, 
son en su mayoría constitutivas y se han 
descrito en Serratia marcescens (IMP-1), 
Pseudomonas aeruginosa y Bacteroides 
fragilis. 

* Otras. Existe un grupo de B-lactamasas 
englobadas en el grupo 2br de Bush que se 
caracterizan por ser de amplio espectro, 
resistentes a penicilinas y las asociaciones 
con inhibidores de f-lactamasas, pero 
sensibles a las cefalosporinas y otros 
PB-lactámicos. Pertenecen a la clase molecu- 
lar A y se han aislado fundamentalmente en 
E. coli e incluye desde TEM-30 hasta 
TEM-42 [69, 70, 71, 149, 282, 283, 315]. 
Otras B-lactamasas interesantes son las 
penicilinasas incluidas en el grupo 2a, las 
carbecilinasas del grupo 2c y las oxacilina- 
sas del grupo 2d de la clasificación de 
Bush, Jacoby y Medeiros. 


2.C.4 - Mecanismo de Acción 
Estas enzimas catalizan la hidrólisis de 


antibióticos P-lactámicos. Su ecuación quími- 
ca general sería : 


ki k: k 
E+S <===—> EMS —> E-$ —> E+P 
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En esta ecuación, la enzima E y el sustrato S 
se combinan de forma reversible para dar un 
complejo enzima sustrato EXS. Parte de este 
complejo EX$ va a formar un derivado inter- 
medio E-S con acilación, mediante la forma- 
ción de un enlace covalente. Finalmente, 
mediante la desacilación de este último com- 
plejo se llega a la liberación de la enzima E y 
de un producto P que es el antibiótico con su 
anillo f-lactámico abierto. 

Por tanto las f-lactamasas más efectivas 
serán aquéllas que posean una alta afinidad 
por sus sustratos potenciales, es decir, un 
valor bajo de la K,,, 


El perfil de sustrato junto con el grado de 
hidrólisis de las fP-lactamasas sobre los 
antibióticos constituyen las características 
más importantes de estas enzimas. Los pará- 
metros más exactos para valorar la actividad 
de estas enzimas son los valores de la hidró- 
lisis máxima V,,,, y la afinidad por la unión 
con la enzima K,,. Sin embargo, a efectos 
prácticos se utiliza el cálculo de las tasas de 
hidrólisis y de la actividad específica. 


La eficacia hidrolítica de una enzima se 
evalúa comparando la hidrólisis que produce 
sobre un sustrato (antibiótico) determinado 
frente a la hidrólisis que produce esa misma 
enzima a la benzilpenicilina o a la cefaloridi- 
na. 

Estos dos compuestos son los que se suelen 
utilizar como compuestos de referencia. Los 
resultados se comparan con los valores de la 
CMI para ese sustrato y se podrá determinar 
si la ineficacia frente a la bacteria, que posee 
dicha enzima, es debida a la inestabilidad 
frente a las PB-lactamasas [68, 69, 70, 71, 72, 
73,74, 264, 282, 283, 295, 315]. 


2.C.5 - Inhibición de las f-lacta- 
masas. 


MECANISMO DE ACCIÓN. 


Los inhibidores de las P-lactamasas pueden 
ser clasificados según su mecanismo de 
inhibición enzimática, en reversibles e irre- 
versibles. 


Inhibidores reversibles son aquellos inh1bi- 
dores que se unen a la enzima de tal manera 
que puede llevarse a cabo una posterior 
separación de la enzima y recuperación de su 
actividad. El equilibrio dinámico que presen- 
ta este tipo de inhibición puede hacer dismi- 
nuir la inhibición con la dilución del inhibi- 
dor, o con la presencia de moléculas que 
compiten con éste por el sitio activo de la 
enzima. 


Su ecuación y constante de equilibrio K,, es 
la siguiente: 


k, 
E+I<====>E] ; Km= —— 
k, 


K,, es la constante de equilibrio, característi- 
ca de estos inhibidores. A este tipo de inhibi- 
dores pertenecen frecuentemente 
P-lactámicos. En su mayoría, los inhibidores 
reversibles son sustratos con alta afinidad por 
la enzima pero bajas tasas de hidrólisis [67, 
70, 73,74, 265, 282, 295]. 


Los inhibidores irreversibles son aquellos 
inhibidores que se unen a la enzima de tal 
manera que no puede llevarse a cabo una 
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posterior separación de la enzima con recu- 
peración de su actividad. 

Generalmente la unión se realiza mediante 
agentes que se unen a las enzimas covalente- 
mente, modificando permanentemente su 
grupo funcional, e inactivando por tanto la 
molécula de la enzima. 


Estos inhibidores usualmente requieren un 
periodo de tiempo determinado para actuar. 
En este caso la ecuación química correspon- 
diente sería: 


Donde E es la enzima, 1 es el inhibidor, E-Les 
un complejo reversible que puede disociarse 
en enzima libre e inhibidor o puede transfor- 
marse en un complejo Egl covalente (acil 
enzima), y posteriormente en el ExT que son 
formas inactivadas de la enzima. Un tipo de 
estos inhibidores irreversibles son los llama- 
dos inactivadores suicidas, que son moléculas 
que se unen al sitio activo de la enzima y que 
posteriormente mediante una acción catalítica 
del propio enzima, al romper la molécula de 
antibiótico, se inactive a sí misma [70, 74, 
282, 295]. (Éstos se estudian con más detalle 
en el capítulo correspondiente). 


NATURALEZA DE LOS INHIBIDORES DE 
LAS P-LACTAMASAS 


El comportamiento de las fB-lactamasas frente 
a los inhibidores, junto con los perfiles de 
sustrato, son características importantes para 
distinguirlas entre sí. Las diferencias entre las 
enzimas con respecto a la inhibición por 


ácido clavulánico y aztreonam se ha visto que 
son muy significativas, ya que las cefalospo- 
rinasas son más fuertemente inhibidas por el 
aztreonam que por el ácido clavulánico (que 
no las inhibe). También la cloxacilina ha sido 
reconocida como un buen inhibidor de las 
cefalosporinasas. 

El ácido clavulánico, por sí mismo, presenta 
escasa actividad antibacteriana. Su función 
primaria es proteger las cefalosporinas y 
penicilinas de la acción de ciertas 
B-lactamasas, dejando libre al antibiótico 
para unirse a las PFPs. 

Hay algunos inhibidores que tienen una gran 
actividad antimicrobiana, porque además son 
buenos inhibidores, tales como Cefotaxima, 
Moxalactam y Aztreonam [70, 71, 73, 238, 
240]. 


Otros antibióticos P-lactámicos como las 
penemas actúan como potentes inhibidores o 
inactivadores de una amplia variedad de 
B-lactamasas [69, 70, 71, 282, 283, 315]. 
La clasificación se ve al final del capítulo 4. 
Estos últimos poseen un protón deslocalizado 
en posición 6-4 que junto a la estructura 
P-lactámica favorecen la formación de un 
doble enlace, frecuentemente en C6 o en CS, 
que da lugar a una acil-enzima muy estable 
que no se hidroliza. 

Experimentalmente para el estudio y caracte- 
rización de las B-lactamasas se usan otros 
inhibidores tales como: la cloxacilina, el p- 
cloromercuriobenzoato (pCMB), cuya activi- 
dad inhibitoriaindica la presencia de residuos 
de serina, y la sal disódica del ácido 
etilendiamino-tetracético (EDTA) cuya 
inhibición indica que la enzima requiere 
iones metálicos para su actividad [68, 69, 70, 
71,74, 264, 282, 283, 295, 315]. 
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Las penicilinas son antibióticos naturales o 
semisintéticos de estructura betalactámica 
con actividad primariamente bactericida, de 
corto, medio o amplio espectro; su mecanis- 
mo de actuación se realiza específicamente 
sobre la pared celular. 

El compuesto precursor es la penicilina G 
(bencil-penicilina), agente preferente para 
uso clínico y sustancia de utilidad en la 
valoración de la actividad enzimática [360, 
486]. La producción a escala industrial se 
realiza añadiendo ácido fenilacético al medio 
de cultivo de Penicillium chrysogenum (en 
un principio Penicillium notatum) como 
fuente de la cadena lateral del anillo 
P-lactámico. 

Posterior fue el descubrimiento de la alfa- 
fenoxi-metil penicilina (penicilina V) que 
posee la importante propiedad de ser ácido 
estable, con lo cual puede ser administrada 
por vía oral. 

Las penicilinas semisintéticas provienen 
todas de modificaciones del núcleo de la 
penicilina, es decir, el ácido 6-amino penici- 
lánico (6-APA) por la adición de distintas 
cadenas laterales, agregadas al grupo amino 
del 6-APA. 


Las penicilinas inhiben las enzimas d-alanil- 
carboxipeptidasas y peptidoglicano-trans- 
peptidasas, impidiendo la formación de los 
enlaces cruzados en la síntesis de la pared 
celular bacteriana. Por tanto, solo actúan en 
la fase de crecimiento de las bacterias, ya que 
las bacterias en la fase de reposo no sinteti- 
zan la pared [111]. 


Las penicilinas resultan de la condensación 
de un anillo de f-lactama (anillo principal) y 
otro de tiazolidina (anillo secundario). A esta 
estructura se le añade un grupo carboxílico 
libre y uno o más grupos amino sobre la 
cadena lateral, adecuadamente sustituidos. 
Este compuesto fundamental así formado es 
el ácido 6-aminopenicilánico (tabla 23). 

La ruptura del puente C=0 betalactámico 
hace que el fármaco pierda su acción antibió- 
tica, puesto que cuando dicho puente se abre 
mediante hidrólisis se obtiene el ácido penici- 
loico que es bacteriológicamente inactivo. El 
radical unido a este núcleo betalactámico en 
posición 6 es el que caracteriza su espectro 
antibacteriano, ácido-resistencia, sensibilidad 
o resistencia a las penicilinasas y capacidad 
de absorción oral. El radical carboxilo unido 
al anillo tiazolidínico da lugar, según se 
neutralice con sodio o potasio o se esterifique 
por sustancias orgánicas, a la mayor o menor 
solubilidad total del preparado y, en ciertos 
casos, condiciona también su absorción 
[260]. 


3¿B.- CLASIFICACIÓN 


En las tablas 24 y 25 se muestra la clasifica- 
ción de las penicilinas según su estructura 
química. En la tabla 23 se exponen las fór- 
mulas desarrolladas de las penicilinas más 
representativas. 
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A 


COOH 


Acido 6-aminopenicilánico 


E morzco—en E o—orzco—en 


O COOH o) cCo0H 
Penicilina G- (Bencilpenicilina) Penicilina V_ (Fenoximetilpenicilina) 


Ampicilina Amoxicilina 
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PENICILINAS NATURALES (Espectro reducido) Eenicilina S 


PENICILINAS 
SEMISINTÉ- 
TICAS 


Análogos de la Penicilina V 
(fenox1 y fenoxi-alquil penicilinas) 
(Espectro reducido) 


Análogos de la Penicilina G 
(Espectro reducido) 


Estables frente a la penicilinasa 
estafilocócica 
(Espectro reducido) 


No activas fren- 
te 


Aminopenici- . 
a P. aeruginosa 


linas de amplio 
espectro 


Activas frente a 
P. aeruginosa 


Carboxipenicili- 


a nas 
Otras penicili- 

nas de amplio 
espectro 


Feneticilina 
Propicilina 
Fenbenicilina 
Fenoxi-isopropil-penicilina 
Fenoxi-¡sobutil-penicilina 


Clometocilina 
Azidocilina 


Meticilina 
Nafcilina 
Ancilina 
Pirazocilina 
Quinacilina 


Isoxazolil-peni- 
cilinas 


Ampicilina 
Epicilina 
Fibracilina 
Amoxicilina 
Betacina 
Ciclacilina 


Compuestos que 
se hidrolizan en 
el organismo 
liberando ampi- 
cilina 


Piperacilina 


Carbenicilina 
Ticarcilina 
Apalcilina 


Compuestos que 
se hidrolizan en 
el organismo 
liberando carbe- 
nicilina 


Oxacilina 
Cloxacilina 
Dicloxacilina 
Flucoxacilina 


Hetacilina 
Metampicilina 
Pivampicilina 
Talampicilina 
Bacampicilina 


Carindacilina 
Carfecilina 


Sulfopenicilinas | Sulfocilina (Sulbenicilina) 


Sulfoamino-pe- 
nicilinas 


Suncilina 
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- Aciaurcido penicilinas 


Semisintéticas. Amplio espectro. 
Activas frente a Pseudomonas aeruginosa 


Azlocilina 
Mezlocilina 


¡Amidino:penicilinas-. 


Semisintéticas. Amplio espectro. 


No activas frente a Pseudomonas aeruginosa 


3.C¿MODODE ACCIÓN 


Las penicilinas, y en general todas las beta- 
lactaminas, interfieren el paso metabólico 
final de la formación de la pared celular, 
quedando, por ello, laxa, incompleta y muy 
propensa al estallido y ruptura frente a solu- 
ciones no isotónicas con las del protoplasma. 


Las penicilinas inhiben las enzimas d-alanil- 
carboxipeptidasa y peptidoglican-transpepti- 
dasa, impidiendo la formación de los enlaces 
cruzados en la síntesis de la pared celular de 
la bacteria. Por este mecanismo las penicili- 
nas actúan en fase de crecimiento, ya que las 


Mecilinama 


Compuestos que 

se hidrolizan en el | Pivmecilinama 
organismo libe- Bacmecilinama 
rando mecilinama 


bacterias en fase de reposo no sintetizan 
pared. 

Las penicilinas, tanto en grampositivos como 
gramnegativos, se unen, de forma no selecti- 
va, a varias PFPs simultáneamente, con 
excepción de la mecilinama que, en los baci- 
los gramnegativos, se fija, exclusivamente, a 
la PFP2, por eso su combinación con otras 
penicilinas, cefalosporinas o cefamicinas es, 
habitualmente, sinérgica al complementarse 
su unión a las PFPs. Sin embargo, en las 
bacterias grampositivas el mecanismo de 
acción de la mecilinama no parece que sea 
diferente del de las otras penicilinas [13, 166, 
186, 280, 282, 284, 300, 426]. 
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4.A - ESTRUCTURA QUÍMICA 


Las penemas son sustancias de estructura 
B-lactámica que resultan de la condensación 
de un anillo de fB-lactama (anillo principal) y 
otro de tiazolina (anillo secundario) no satu- 
rado con un doble enlace entre las posiciones 
2 y 3. A esta estructura se le añade un grupo 
carboxílico libre en posición 3 (ver los nú- 
cleos básicos de las penemas, carbapenemas, 
penamas, clavamas, cefemas y oxacefemas en 
la tabla 18). 

El átomo sustituyente en la posición 1 puede 
ser el habitual de azufre (dando lugar a las 
penemas), o el carbono (originando las carba- 
penemas). 

El imipenem es el antibiótico de este grupo 
que más usos presenta en clínica. Su fórmula 
desarrollada es la siguiente: 


CH, 


HO ES Sa 


El imipenem tiene una cadena lateral hidro- 
xietílica que está unida al anillo B-lactámico 
en posición trans. Esta singular configuración 
lo hace excepcionalmente estable ante las 
B-lactamasas bacterianas. 


4:B - PROPIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS 


El imipenem es un compuesto cristalino, de 
color blanco a parduzco, no higroscópico, 
sensible a la luz ultravioleta, escasamente 
soluble en agua y ligeramente soluble en 
metanol. La cilastatina sódica es un producto 
amorfo, de color blanquecino a blanco amari- 
llento, higroscópico, muy soluble en agua y 
en metanol [2, 111]. 


En la tabla 26 se muestra la clasificación de 
las penemas y carbapenemas según su estruc- 
tura química. 
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A dd aa Al Liar 
í . . 


Acidos Olivánicos 
Compuestos PS 
Carpetimicinas Carpetimicina A y B 


Asparenomicinas 


Epitienamicinas 


Tienamicinas 


y Carbape: 


Tienamicina 
Decisteaminiltienamicina 
Imipenem 


Asparenomicina A, B y € 


Epitienamicina A, B, C yD 


Monobactamas 


B-lactaminas monocíclicas 


4:D -MODO DE ACCIÓN 


El modo de acción es similar al de los otros 
P-lactamámicos, interfiriendo con la síntesis 
de la pared celular. 

El principal y único antibiótico de este grupo 
utilizado en clínica es el imipenem, que 
presenta gran afinidad por la PFP2 y, debido 
a su configuración espacial trans, presenta 
una gran resistencia a las P-lactamasas plas- 
mídicas. 

El imipenem es varios miles de veces más 
resistente a las P-lactamasas que muchos 
otros antibióticos estables a estas enzimas, 
siendo altamente resistente al ataque de las 
P-lactamasas, tanto de las bacterias gramposi- 
tivas como gramnegativas, lo mismo si estas 
enzimas son de origen cromosómico como si 
están codificadas por plásmidos. El imipenern 
posee una gran actividad antibacteriana y se 
emplea para tal fin, aunque colateralmente es 
asimismo un potente inductor de 
P-lactamasas y se comporta como un inactl- 
vador suicida de éstas, aunque inicialmente 
actúa como un inhibidor competitivo [111, 
282, 489]. 


Aztreonam 


La N-formimidoiltienamicina, también deno- 
minado imipenem, es hidrolizada e inactivada 
por la deshidropeptidasa 1 de origen tubular 
renal, por lo que se suele acompañar en su 
formulación junto con un inhibidor específico 
de dicha enzima, un derivado del ácido hepte- 
noico denominado cilastatina [152], por el 
cual la deshidropeptidasa 1 presenta una 
afinidad unas 30.000 veces mayor que por el 
antibiótico. 


La cilastatina está desprovista de actividad 
antimicrobiana, no posee efecto inhibidor 
sobre las P-lactamasas bacterianas y no po- 
tencia ni antagoniza la acción del imipenem 
sobre los microorganismos. Sin embargo, 
debido a que la cilastatina es un inhibidor 
reversible competitivo de la deshidropeptida- 
sa I, mejora la excreción urinaria del antibió- 
tico en forma activa que puede llegar a ser 
del 60 a 75% en las 6 horas posteriores a la 
administración, 

Por todo ello, la cilastatina, en forma de sal 
sódica, se emplea en asociación con el imi- 
penem, en la proporción 1:1, para su utiliza- 
ción clínica [2, 110]. 
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Son sustancias de origen natural obtenidas a 
partir de bacterias del suelo. El principal 
representante de este grupo de betalactámicos 
monocíclicos es el aztreonam obtenido a 
partir de Chromobacterium violaceum. Es 
estable frente a la mayoría de betalactamasas 
de gramnegativos, limitándose su espectro de 
“actividad a enterobacterias y Pseudomonas, 
siendo inactivo frente a cocos grampositivos 
y bacterias anaerobias. Actúa de forma sinér- 
gica con los aminoglucósidos frente a Pseu- 
domonas y algunas enterobacterias. Por tener 
un espectro limitado, se usa en pacientes 
graves; en tratamientos empíricos debe admi- 
nistrarse en combinación con otros antimicro- 
bianos (aminoglucósidos, vancomicina, 
metronidazol, eritromicina, etc.) [152]. 


5.A - ESTRUCTURA QUÍMICA 


Las monobactamas, monolactamas o mono- 
lactaminas tienen como estructura básica el 
ácido 3-amino-monobactámico o 3-AMA. A 
partir de este núcleo básico se han sintetizado 
cientos de derivados por sustitución de los 
radicales en posición 1 y 4, y mediante las 
diferentes esterificaciones y sustituciones del 


grupo carboxílico. 


R—CO—NH 


Ácido 3-amino- 
monobactámico (3-AMA) 


El aztreonam es el antibiótico más represen- 
tativo del grupo [2, 110]. 


5B MODO DE ÁCCIÓN 


El modo de acción es similar al de los otros 
B-lactamámicos, interfiriendo con la síntesis 
de la pared celular. 

El principal antibiótico de este grupo utiliza- 
do en clínica es el aztreonam, que presenta 
gran afinidad por la PFP3  (septo- 
peptidoglican-transpeptidasa) principalmente, 
lo cual da lugar a que se produzca filamenta- 
ción bacteriana antes de que ocurra la lisis 
celular [2, 110]. 


Aztreonam 
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Las cefalosporinas y cefamicinas, denomina- 
das en conjunto cefemas, son antibióticos 
semisintéticos de estructura P-lactámica, con 
actividad primariamente bactericida, de 
amplio espectro, que actúan sobre las bacte- 
rias sensibles inhibiendo la síntesis de la 
pared celular y que precisan, para poder 
ejercer su acción, que los microorganismos se 
encuentren en su fase de crecimiento. 


Está contraindicado su empleo en enfermos 
con historia previa de hipersensibilidad a los 
antibióticos betalactámicos y debe reducirse 
su dosificación en enfermos con insuficiencia 
renal. 


La actividad antibiótica de las cefalosporinas 
fue descubierta en 1945 por Brotzu en caldos 
de cultivo de hongos del género Cephalospo- 
rium. De una de las primitivas sustancias 
antibióticas se produjo en 1955 la concentra- 
ción de otra sustancia que fue denominada 
cefalosporina C. 

De esta cefalosporina C se derivan las cefa- 
losporinas semisintéticas elaboradas por un 
mecanismo similar al de las penicilinas semi- 
sintéticas. 

En 1972 se describió un nuevo grupo o fami- 
lia de sustancias antibióticas que, aunque está 
íntimamente relacionada con la de las cefa- 
losporinas, constituye una entidad distinta: 
las cefamicinas [2, 110]. 


6:A.- ESTRUCTURA QUÍMICA: 


Las cefalosporinas son sustancias que resul- 
tan de la condensación de un anillo de 
B-lactama (anillo principal) y otro de dihidro- 
tiazina (anillo secundario) (tabla 18). Los 
anillos no son coplanares sino que están 


doblados a lo largo del eje C6-N5. Sólo la 
cefalosporina C se encuentra en la naturaleza, 
aislándose a partir de hongos del género 
Cephalosporium. El núcleo fundamental de 
esta cefalosporina es el ácido 7-amino-cefa- 
losporánico (7-ACA), que está sustituido con 
dos cadenas laterales o radicales: un grupo 
acetilo y un residuo aminoadípico. Las cefa- 
losporinas utilizadas hoy clínicamente son 
derivados semisintéticos de este ácido, obte- 
nidos por modificación de las dos cadenas 
laterales en posición 3 y 7. 

Estas modificaciones van encaminadas a 
aumentar el espectro, mejorar las propiedades 
farmacológicas e incrementar la resistencia a 
las P-lactamasas. Así, las sustituciones en la 
posición 7 del anillo fP-lactámico determinan 
el espectro antibacteriano, en tanto que las 
realizadas a nivel de la posición 3 modifican 
la farmacocinética y metabolismo del fárma- 
co [2, 152]. 


El moxalactam es una oxacefema, puesto que 
en el anillo secundario el átomo de azufre en 
posición 1 de las cefemas está sustituido por 
uno de oxígeno, por lo que dicho anillo no es 
de dihidrotiazina sino de dihidrooxazina y el 
compuesto es considerado una oxacefalospo- 
rina; además, comparte con las cefamicinas el 
radical metoxi (- OCH;y), en posición 7, 
ausente en las cefalosporinas. 


Las cefamicinas se diferencian de las cefalos- 
porinas por poseer un grupo alfa-metoxi en el 
C7. Todas ellas tienen una estructura básica 
similar y se han identificado tres cefamicinas 
(A, B y C). La mayor actividad antibacteriana 
corresponde a la cefamicina C de la que se 
han desarrollado tres derivados semisintéti- 
cos, la cefoxitina, el cefmetazol y el cefotetan 
[2, 110]. 
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Las cefemas se presentan como polvos crista- 
linos de color blanco o crema, solubles en 
agua en general, y sensibles a la luz. 

Una vez disueltas en agua se pueden formar 
lactonas insolubles que precipitan lentamente 
en la solución, siendo esta reacción retardada 
por el frío. 

La cefixima es soluble en metanol, modera- 
damente soluble en etanol y acetona, y prácti- 
camente insoluble en agua, éter y éster acétl- 
co. 


6 - CLASIFICACIÓN 


En la tabla 27, 28 se muestra la clasificación 
de las cefalosporinas según su generación. En 
las tablas 30 y 31 se exponen las fórmulas 
desarrolladas de las cefalosporinas más 
representativas. 


Las cefalosporinas se han agrupado en gene- 
raciones de acuerdo a su espectro de activi- 
dad y resistencia a las B-lactamasas. 


Primera generación: Todas estas cefalospori- 
nas tienen un espectro de actividad similar 
con pequeñas diferencias. Son estables frente 
a betalactamasas estafilocócicas y de algunas 
bacterias gramnegativas, por tanto son activas 
frente a cocos grampositivos, en particular 
estafilococos incluyendo los productores de 
betalactamasa y algunas enterobacterias (E. 
coli, Klebsiella pneumoniae y Proteus indol 
negativos). La más utilizada por vía parente- 
ral es cefazolina y por vía oral cefalexina, 
cefadroxilo y cefaclor (algunos lo incluyen en 
la segunda generación). 


Segunda generación: Este grupo, bastante 
heterogéneo, se caracteriza por un incremento 
del espectro de acción frente a enterobacte- 
rias oportunistas, que inactivan a las de pri- 
mera generación (cefuroxima, cefonicida, 


cefoxitina). Son más activas que las de pri- 
mera generación frente a E. coli, Klebsiella y 
Proteus indol negativos y extienden el espec- 
tro a Neisseria gonorrhoeae productor de 
P-lactamasas, Haemophilus influenzae, Pro- 
teus indol positivos y en ocasiones frente a 
otras enterobacterias. Algunos compuestos 
como cefoxitina son activos frente a bacterias 
anaerobias, pero ninguno es activo frente a P. 
aeruginosa. 

Esta generación también está caracterizada 
por una mayor resistencia a la inactivación a 
las P-lactamasas de H. influenzae (cefprozilo 
y loracarbef) siendo en lo demás semejantes 
a las de primera generación. La vía de admi- 
nistración es parenteral excepto para el éster 
axetilo de la cefuroxima, cefprozilo y loracar- 
bef. Existen notables diferencias farmacoci- 
néticas entre ellas [2, 33, 41, 88, 91, 110, 
148, 152, 183, 432, 490]. 


Tercera generación: Este grupo posee un 
amplio espectro de actividad frente a la gran 
mayoría de los bacilos gramnegativos y 
mejores propiedades farmacocinéticas que el 
grupo anterior, en particular, su capacidad de 
atravesar la barrera hematoencefálica. Son 
estables frente a la mayoría de betalactamasas 
de gramnegativos. 

Su espectro de actividad incluye enterobacte- 
rias, Pseudomonas (solo ceftazidima y cefo- 
perazona), Haemophilus y cocos grampositi- 
vos y gramnegativos. Están indicadas en 
infecciones graves por enterobacterias y 
Pseudomonas asociadas a un aminoglucósi- 
do. Constituyen la base de numerosos tra- 
tamientos empíricos [2, 33, 88, 91, 110, 152, 
183, 490]. 

Los compuestos más utilizados por vía paren- 
teral son cefotaxima, ceftriaxona, ceftizoxima 
y ceftazidima. Cefixima, cefpodoxima proxe- 
til y ceftibuteno son de administración oral y 
son poco activos frente a grampositivos 
[152]. 

En general las cefalosporinas de 2* y 3” 
generación son menos activas frente a cocos 
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grampositivos que las de la primera genera- 
ción y poco eficaces frente a anaerobios, 
salvo la cefoxitina y cefminox [207, 358]. 


Cuarta generación: Presentan una mayor 
actividad que las de tercera generación frente 
a grampositivos y gramnegativos (incluida P. 


aeruginosa). Ésta se debe a que penetran 
mejor y tienen más afinidad por las PFPs que 
por las f-lactamasas. Incluyen cefepima y 
cefpiroma. Tienen una actividad similar si 
bien cefpiroma es ligeramente más activa 
frente a grampositivos [2, 33, 88, 91, 110, 
152, 183, 490]. 


O Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004 


pág. 102 CAPÍTULO 4: CLASIFICACIÓN Y CARACTERÍSTICAS DE LOS P-LACTÁMICOS 


Cefalosporinas de 1" Ge 


Cefalotina 
Cefapirina 
Cefazolina 
Cefradina 
Cefalosporinas Cefadroxilo 
Cefalexina 
Cefacetrilo 
Cefaloglicina 
Cefaloridina 


A AAOODORA-- 
+++ +4 + ¿+++ 


Cefalosporinas de 2* Generación 


Cefamandol 
Cefonicida 
Cefuroxima 
Cefaclor 
Cefalosporinas Cefprozilo 
Cefuroxima axetilo 
Loracarbef 
Cefatrizina 
Cefotiam 


40000 


Cefoxitina 
Cefmetazol 
Cefotetán 
Cefbuperazona 


Cefamicinas 


Vía de utilización: 1= Vía parenteral O=Víaoral X= Noutilizado en clínica 


Espectro de acción / + = Frente a grampositivos A = Frente a anaerobios 
Uso preferente: — = Frente a gramnegativos  P= Frente a pseudomonas 


1 = Baja, utilizado anteriormente en clínica pero retirado actualmente del mercado. 
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Cefotaxima 
Cefpodoxima 
Ceftazidima 
Ceftizoxima 
Ceftriaxona 

Cefixima 
Cefpodoxima proxetilo 
Ceftibuteno 
Cefmenoxima 
Cefodizima 


HI 


Aminotiazolil-cefalosporinas 


PA ODOOIA A A 
| 


Tio-acetil-cefalosporina Cefminox 
Alfa-piperacinil-diceto-cefalosporinas Cefoperazona 


Alfa-sulfofenil-cefalosporinas Cefsulodina 


Moxalactam o Latamo- 
xef 


Oxacefamicinas 


Cefalosporinas de 4* Generación 


Aminotiazolil-cefalosporinas Cefepima 
Cefpiroma 
Vía de utilización: I= Vía parenteral O=Víaoral X= Noutilizado en clínica 


Espectro de acción / + = Frente a grampositivos A = Frente a anaerobios 
Uso preferente: — = Frente a gramnegativos P = Frente a pseudomonas 


ll = Baja, utilizado anteriormente en clínica pero retirado actualmente del mercado. 
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Estables metabólicamente Cefacstrilo 
Cefalotina 
Grupo 1 


Sensibles a las Cefapirina 


B-lactamasas Cefaloridina 

Inestables metabólicamente ¡ Cefazolina 
Grupo 2 Ceforanida 

Cefotiam 


Cefamandol 
Cefmenoxima 
Cefmetazol 
Cefodizima 
Parenterales Cefonicida 
Cefoperazona 
Cefotaxima 
Cefotetán 
Estables a las P-lactamasas Grupo 5 Cefoxitina 
Cefpodoxima 
Cefsulodina 
Ceftazidima 
Ceftibuteno 
Ceftizoxima 
Ceftriaxona 
Cefuroxima 
Moxalactam 


Cefaclor 

Cefadroxilo 

Sensibles a las B-lactamasas Grupo 3 Cefalexina 

Cefprozilo 

Cefradina 

Cefixima 

Estables a las B-lactamasas Cefuroxima axetilo 
Cefpodoxima proxetilo 


“Use'en Medicina Veterinaria 
Cefalonium 
Cefoxazol 


Uso.como Reactivos de Laboratorio 


Nitrocefina 
Grupo 7 Padac 
Centa 


O Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004 


CAPÍTULO 4: CLASIFICACIÓN Y CARACTERÍSTICAS DE LOS fB-LACTÁMICOS 


Cefalosporina C 


“Ha 


CcooH 


Ácido 7-amino-cefalosporánico 
(7-ACA) 


COOH 
Cefotaxima 
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Ceftizoxima Cefixima 


0) 


NH s DÍ 
A 
El sr S VOR 
O | 
CH, 


COOH 
Ceftriaxona 


NH S 5 
No Ny 
O 


COOH 
Ceftazidima 


NH Ss 
( IS 
No. FN e 
O 
coo” 


Cefpiroma 
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Las cefemas, al igual que las penicilinas, 
inhiben la síntesis de la pared celular bacte- 
riana de los microorganismos sensibles al 
impedir la biosíntesis del peptidoglicano por 
competición con las PFPs, 


La actividad antibacteriana de las cefemas 
depende de tres factores: 


1.%) Accesibilidad a las enzimas “diana” 
(PFPs ), a través de la membrana ex- 
terna. 

2.) Resistencia a las P-lactamasas. 

3.%) Afinidad por las PFPs. 


La afinidad de las diversas cefemas por las 
PFPs es variable, si bien son bloqueadas más 
de una por cada uno de estos antibióticos. En 
general, puede decirse que las cefalosporinas 
bloquean preferentemente la PFPla, tienen 
una escasa acción sobre PFP1b y es nula o 
insignificante para el resto de las PFPs; por el 
contrario, las cefamicinas ejercen su efecto 
fundamentalmente frente a las PFPs la, 1b, 5 
y 6 [2, 91, 110, 490]. 


6.C-FARMACOLOGÍ 
ABSORCIÓN 


Las cefalosporinas orales tienen una buena y 
rápida absorción digestiva en general, con 
una biodisponibilidad de, aproximadamente, 
un 90-95%, salvo el cefaclor que lo hace en 
un 70%. 

Las concentraciones séricas máximas obteni- 
das después de una inyección intramuscular 
se alcanzan a los 30 minutos. 

Las concentraciones séricas máximas después 
de la ingestión de una cefalosporina oral se 
alcanza en un tiempo variable que oscila 


entre los 43 minutos para la cefradina y las 4 
horas para la cefixima. 


DISTRIBUCIÓN 


La difusión tisular y humoral de las cefemas 
es buena, pudiendo encontrarse niveles tera- 
péuticos en tejidos y líquidos orgánicos tales 
como esputo, orina (principal vía de elimina- 
ción con excepción de la cefoperazona que se 
excreta preferentemente por la bilis), líquidos 
pleural, ascítico, pericárdico y sinovial, 
humor acuoso, pulmón, hígado y riñón. 

Las concentraciones en bilis son variables, 
siendo el cefamandol el que consigue las más 
elevadas y en forma activa, pues al carecer de 
grupo acetoxi noes desacetilado. Después del 
cefamandol, la cefalosporina de mayor elimi- 
nación biliar es la cefoperazona, pues esta vía 
constituye su principal mecanismo excretor. 
Otras cefalosporinas con tasas de eliminación 
biliar superiores a los niveles sanguíneos son 
cefotaxima, cefoxitina, cefuroxima, cefazoli- 
na, ceftriaxona, cefmetazol y cefixima. 


Estos fármacos difunden mal al cerebro y, en 
general, atraviesan con gran dificultad la 
barrera hematoencefálica; no obstante, el 
cefacetril, la cefuroxima, la cefoxitina, la 
cefotaxima, el moxalactam, la cefoperazona, 
la ceftazidima, la ceftizoxima y la ceftriaxo- 
na, pueden conseguir niveles terapéuticos en 
el LCR en sujetos con meninges inflamadas. 
Habitualmente, aunque con excepciones 
individuales como en el caso de la cefazolina, 
alcanzan concentraciones en la placenta y 
poseen una buena difusión transplacentaria, 
pudiendo detectarse en el líquido amniótico 
y en la sangre fetal. 

La cefapirina, el cefamandol, la ceftazidima 
y la ceftriaxona alcanzan buenos niveles en el 
tejido óseo [110]. 
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La semivida biológica de las cefemas es muy 
variable y oscila entre los 30 minutos de la 
cefalotina y las 8 horas de la ceftriaxona. La 
conjugación a proteínas plasmáticas también 
es muy variable y oscila entre el 6% para la 
cefradina y el 90% para la ceftriaxona. La 
vida media del fármaco se prolonga en suje- 
tos con insuficiencia renal, salvo en el caso 
de la cefoperazona que, por tener la bilis 
como vía principal de eliminación, no se ve 
modificada sustancialmente; sin embargo, en 
pacientes con insuficiencia hepática no sólo 
se incrementa la semivida sino su tasa de 
excreción urinaria. 


ELIMINACIÓN: METABOLISMO Y EXCRE- 
CIÓN 


Generalmente sufren poca metabolización y 
ésta suele ser hepática, renal o intestinal, 
mediante oxidaciones, reducciones, conjuga- 
ciones e hidrólisis. 

La eliminación de las cefemas se efectúa 
principalmente por vía urinaria, recuperándo- 
se de un 55-90% de la dosis administrada, 
con excepción de la cefixima y la cefoperazo- 
na, que son las que tienen la menor excreción 
por esta vía. La cefoperazona se elimina 
predominantemente por la bilis, y la ceftria- 
xona posee una elevada eliminación biliar, 
aunque no predominante. 


Con ambas cefalosporinas, la excreción 
urinaria aumenta en la insuficiencia hepática 
y la eliminación por la bilis se incrementa 
con la insuficiencia renal. 

También se excretan en parte por la bilis, el 
cefamandol, la cefotaxima, la cefoxitina, el 
cefmetazol, la cefazolina, la cefuroxima y la 
cefixima. 


La eliminación urinaria de las cefalosporinas 
y las cefamicinas, como la de las penicilinas, 
se realiza mediante filtración glomerular y 


secreción tubular [2, 91, 110, 490]. 


Las cefemas, consideradas en conjunto, en 
comparación con el otro grupo de antibióticos 
B-lactámicos (penicilinas), son sustancias con 
menor actividad intrínseca. Su espectro de 
actividad depende de la eficacia intrínseca de 
la cefema así como de su resistencia a las 
P-lactamasas. Dependiendo de dicha activi- 
dad intrínseca, podemos agrupar a las cefa- 
losporinas en cuatro grupos: 


En un primer grupo podemos englobar a la 
cefalotina y cefaloridina (ensayadas en este 
estudio de tesis) y otras como cefalexina, 
cefapirina, cefazolina, cefradina, cefacetrilo 
y cefadroxilo, todas ellas de la primera 
generación, así como al cefaclor y cefprozilo, 
cefalosporinas orales de segunda generación. 
Todas ellas presentan un espectro antibacte- 
riano de amplitud media, actuando preferen- 
temente sobre bacterias grampositivas aeró- 
bicas, especialmente cocos. Son activas 
frente a cocos grampositivos tales como 
estafilococo (tanto penicilín-sensible como 
penicilín-resistente), estreptococos alfa y 
B-hemolíticos y neumococo; cocos gramnega- 
tivos tipo gonococo y meningococo; bacilos 
grampositivos como Listeria monocytogenes, 
clostridios, Corynebacterium diphtheriae y 
Bacillus anthracis. También son sensibles 
algunas especies gramnegativas. La actividad 
sobre bacilos gramnegativos es variable 
según los géneros e incluso las especies, por 
lo que antes de instaurar un tratamiento en 
una infección por este tipo de bacterias es 
preciso realizar la correspondiente prueba de 
sensibilidad in vitro; no obstante, suelen ser 
activas frente a Pasteurella sp., Escherichia 
coli, Proteus mirabilis, Klebsiella sp., Shige- 
lla sp. y Salmonella sp.; son inactivas frente 
aenterococo, Brucella sp., Bordetella, Pseu- 
domonas, Serratia marcescens, Enterobacter 
sp. Proteus indolígenos, Citrobacter sp. y 
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Acinetobacter sp. Son activas frente a espiro- 
quetas y Actinomyces e inactivas frente a 
micobacterias [2, 10, 32, 33, 41, 42, 80, 91, 
92, 104, 111, 171, 224, 231, 381, 403, 411, 
416, 422, 438, 459, 481, 482, 490, 507, 508] 


El grupo constituido por las cefalosporinas de 
2* generación: cefamandol, cefonicida, cefu- 
roxima y cefuroxima axetilo, y las de 3* 
generación: cefixima, cefotaxima, cefpodoxi- 
ma, cefpodoxima proxetilo,  ceftibuteno, 
ceftizoxima y ceftriaxona, se caracteriza por 
presentar un espectro antibacteriano de tipo 
medio con acción más marcada sobre las 
bacterias gramnegativas aeróbicas. Este 
grupo es activo frente a estreptococos 
B-hemolíticos, Streptococcus pneumoniae, 
Staphylococcus aureus, Staphylococcus 
epidermidis, Neisseria gonorrhoeae, Neisse- 
ria meningitidis, Haemophilus influenzae, 
Bordetella pertussis, Escherichia coli, Kleb- 
siella sp., Proteus sp., Enterobacter aeroge- 
nes, Serratia marcescens, Salmonella sp., 
Shigella sp., Yersinia enterocolitica, Aeromo- 
nas sp., Pasteurella sp., Clostridium perfrin- 
gens, Fusobacterium sp. Propionibacterium 
sp., Peptococcus sp., Peptostreptococcus sp., 
y Veillonella sp.; muestra poca actividad 
frente a Streptococcus viridans y Pseudomo- 
nas aeruginosa, variable ante Enterobacter 
cloacae, Citrobacter sp. y Bacteroides fragi- 
lis y es prácticamente inactivo frente a otras 
especies de Pseudomonas distinta de P. 
aeruginosa, Acinetobacter calcoaceticus, 
Listeria monocytogenes, Streptococcus fae- 
calis y Clostridium difficile. 

La actividad de la ceftizoxima frente a Sta- 
phylococcus suele ser menor que la de la 
cefotaxima, en tanto que la actividad de la 
ceftriaxona suele ser excepcional frente a 
Neisseria gonorrhoeae [2, 10, 31, 34, 40, 41, 
51, 88, 94, 103, 111, 171, 183, 189, 244, 245, 
250, 378, 416, 432, 437, 445, 457, 485, 490, 
504]. 


Un tercer grupo está constituido por las 
cefalosporinas de tercera generación cefope- 


razona y ceftazidima, y por las de cuarta 
generación cefepima y cefpiroma. Se caracte- 
rizan por su amplio espectro y por ser activas 
frente a Pseudomonas aeruginosa. Las de 
tercera generación tienen una marcada acción 
sobre bacterias gramnegativas, pero su efecto 
sobre grampositivos y anaerobios es general- 
mente débil. Las de cuarta generación presen- 
tan un espectro antibacteriano muy amplio, 
con elevado grado de actividad, tanto sobre 
las bacterias grampositivas como estreptoco- 
cos y estafilococos, como sobre las bacterias 
gramnegativas, aunque más marcadamente 
sobre estas últimas; asimismo presentan una 
discreta actividad sobre el complejo Myco- 
bacterium avium (CMA), pero prácticamente 
carecen de efecto sobre las bacterias anaero- 
bias; del mismo modo, presentan un elevado 
grado de resistencia a la degradación por 
B-lactamasas, tanto plasmídicas como cro- 
mosómicas, aunque no tienen apenas capaci- 
dad de inducción de f-lactamasas de tipo 1 
[2, 34, 79, 105, 158, 171, 226, 246, 356, 395, 
402, 417, 439, 453, 478]. 


El cuarto y último grupo está constituido por 
cefalosporinas de segunda generación como 
cefoxitina y cefmetazol, y de tercera como 
cefminox. 

Éste es un grupo que se caracteriza por su 
amplio espectro antibacteriano, con acción 
más marcada sobre bacterias gramnegativas, 
especialmente las anaeróbicas. Asimismo son 
inactivas frente a Pseudomonas. 

Este grupo en general, es activo frente a 
cepas de Serratía marcescens, Klebsiella 
pneumoniae, Morganella morganii, Provi- 
dencia rettgeri, Citrobacter freundii, Entero- 
bacter aerogenes, Proteus mirabilis y Esche- 
richia coli, Proteus vulgaris, Providencia, 
Enterobacter cloacae, Haemophilus influen- 
zae, estafilococo, neumococo, estreptococos 
(a excepción de enterococo), Neisseria sp., 
Shigella sp. y Salmonella sp. Es inactivo 
frente a Pseudomonas y Alcaligenes. Su 
especial interés estriba en su efectividad 
frente a bacterias anaerobias tales como 
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Bacteroides, Fusobacterium, Bifidobacte- 
rium, Eubacterium, Propionibacterium, 
Veillonella, Peptococcus y Peptostreptococ- 
cus, mientras que suelen ser resistentes las 
bacterias del género Clostridium [2, 111,171, 
207, 243, 325, 351, 358, 429, 434]. 


6:G - TOXICIDAD Y. EFECTOS SECÚN 


»* Sus efectos adversos más importantes son 
las reacciones de hipersensibilidad y de 
nefrotoxidad, ambos de gravedad variable: 

— Las reacciones de hipersensibilidad se 
presentan con menor frecuencia que con 
las penicilinas y pueden ser cruzadas con 
éstas. Esta incidencia de reacciones cru- 
zadas es del 6-9%. 

— Lanefrotoxicidad ha sido descrita para la 
cefaloridina y se presenta menos frecuen- 
temente, y a dosis mas altas, para la 
cefalotina. 


ee Otras reacciones adversas observadas han 


sido: 

—- Alteraciones gastrointestinales como 
dolor abdominal, náuseas, vómitos y 
diarreas. También se han observado casos 
esporádicos de colitis pseudomembranosa 
por sobreinfección por bacterias resis- 
tentes. Estos trastornos se producen fun- 
damentalmente con preparados orales o 
de eliminación biliar. 

— Alteraciones hematológicas: leucopenia, 
trombocitopenia, eosinofilia, anemia 
hemolítica, trastornos de la coagulación y 
de la función plaquetaria y test de 
Coombs positivo, entre otras. 

— Alteraciones hepáticas con aumento de 
las transaminasas y de la bilirrubina. 

— Alteraciones neurológicas leves como 
cefaleas, mareos, vértigos, alucinaciones, 
confusión metal y somnolencia. 

— Otras alteraciones como inflamación de 
las mucosas, efecto antabús, sobreinfec- 
ciones por microorganismos resistentes, 
dolor e induración en el punto de inyec- 
ción intramuscular y flebitis en el caso de 
inyección intravenosa [2, 111, 171]. 


O Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004 


CAPÍTULO 4: CLASIFICACIÓN Y CARACTERÍSTICAS DE LOS P-LACTÁMICOS pág. 111 


Uno de los mecanismos más eficaces para la 
supervivencia de las bacterias es la produc- 
ción de f-lactamasas, enzimas hidrolíticas 
que destruyen los antibióticos betalactámicos. 
Estas enzimas se pueden encontrar en la 
mayoría de las bacterias grampositivas y 
gramnegativas, así como en las levaduras, las 
cianobacterias, las algas azul-verdosas e, 
incluso, en el riñón de los mamíferos. 

Los inhibidores de B-lactamasas son sustan- 
cias de estructura betalactámica (clavamas, 
derivados del ácido penicilánico o penemas), 
de origen natural o semisintético, con escasa 
actividad antibacteriana pero con un amplio 
y potente espectro anti-P-lactamásico, lo que 
confiere un alto grado de protección, contra 
estas enzimas hidrolíticas, a las penicilinas 
lábiles con las que se asocian (amoxicilina, 
ticarcilina, ampicilina, piperacilina). 


La primera observación de una inhibición 
notable se produjo con una serie de compues- 
tos procedentes de una cepa de Streptomyces 
olivaceus. Posteriormente, se demostró que 
esta actividad se debía a la producción de una 
familia de componentes, a los que se denomi- 
naron ácidos olivánicos. 


En 1973 se detectó otro potente efecto inhibi- 
dor con una cepa de Streptomyces clavulige- 
rus; al producto responsable se le denominó 
ácido clavulánico, considerándosele como el 
más importante desarrollo en la historia de 
las P-lactamasas y sus inhibidores. Al pro- 
ducto natural, así como a los derivados semi- 
sintéticos obtenidos a partir de él (ácido 
desoxiclavulánico y éter bencílico del ácido 
clavulánico), se les denominan clavamas, 
debido a que contienen en su estructura el 
anillo principal de las P-lactamas. 


Las clavamas son inhibidores de las 
P-lactamasas, naturales o semisintéticos, de 
estructura beta lactámica, de escasa actividad 
antibacteriana pero de amplio espectro an- 
tienzimático, que actúan mediante un meca- 
nismo de inhibición selectiva, progresiva e 
irreversible que origina la inactivación por 
bloqueo de las f-lactamasas que las recono- 
cen como sustratos; de esta manera, cuando 
se combinan con antibióticos lábiles, que 
sufren el efecto hidrolítico de dichas enzimas, 
aquéllos recuperan su actividad contra las 
bacterias productoras de las mismas. 


De todos ellos, el primero que se ha utilizado 
en clínica es el ácido clavulánico, el cuál, 
combinado con la amoxicilina o la ticarcilina 
ha mostrado ser farmacocinéticamente com- 
patible con ambas penicilinas (tanto por vía 
oral como intravenosa), y está indicado su 
empleo en cuadros ocasionados por 
microorganismos sensibles [2, 111, 149, 
166]. 


El sulbactam es una sulfona del ácido penici- 
lánico que por sí misma tiene escasa activi- 
dad antibacteriana excepto contra Neisseria 
meningitidis y Neisseria gonorrhoeae y que 
se comporta como un inhibidor irreversible 
de varias P-lactamasas y que se administra en 
asociación con la ampicilina, por vía parente- 
ral en la proporción 2:1 (ampicilina : sulbac- 
tam). 


El tazobactam también es una sulfona del 
ácido penicilánico que por sí misma tiene 
escasa actividad antibacteriana, excepto 
contra Brahamella catarrhalis, y que se 
comporta como un inhibidor irreversible de 
varias fB-lactamasas incluyendo los tipos I, HI, 
IV y V de Richmond y Sykes. Además posee 
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capacidad de unirse a la PFP2 [152]. Casi no 
se absorbe por vía oral por lo que se adminis- 
tra por vía parenteral. Debido a que tiene una 
farmacocinética similar a la de la piperacili- 
na, se asocia con este antibiótico, en la pro- 
porción 8 : 1 (piperacilina : tazobactam). 

El tazobactam se ha mostrado como un buen 
inhibidor de cefalosporinasas de P. aerugino- 
sa, E. cloacae, C. freundil, S. marcescens y 
M. morganii [5, 376]. Asimismo, la combi- 
nación piperacilina-tazobactam se ha mostra- 
do muy efectiva frente a aislamientos clínicos 
de enterobacterias portadoras de P-lactamasas 
de espectro ampliado [364] 


TA - ESEPRUCTURA QUÍMICA 


Las penemas y la cilastatina han sido expues- 
tos anteriormente junto con las penemas y 
carbapenemas. 

Las clavamas tienen una estructura básica 
típica de una P-lactama, concretamente una 
oxapenama, es decir, una penama en la que el 
átomo de azufre en posición 1 es sustituido 
por uno de oxígeno, por lo que el anillo 
secundario en lugar de ser de tiazolidina es de 
oxazolidina. El miembro principal de este 
grupo es el ácido clavulánico. 


Los derivados del ácido penicilánico tienen 
como estructura básica la sulfona de dicho 
ácido. 

En la tabla 33 se exponen las fórmulas desa- 


rrolladas de las moléculas más representati- 
vas. 


7.B - PROPIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS 


El ácido clavulánico, en su forma de sal 
potásica (clavulanato potásico) que es la que 
se emplea en la clínica, se presenta como un 
polvo blanco o amarillo pálido, muy higros- 
cópico, muy soluble en agua, soluble en 
metanol, poco soluble en etanol e isopropa- 
nol, y escasamente soluble en acetona. 


TC CLASIFICACIÓN 


En la tabla 32 se muestra la clasificación de 
los inhibidores de las fB-lactamasas según su 
estructura química. 

Otros muchos antibióticos B-lactámicos son 
inhibidores de las fP-lactamasas aunque no se 
emplean como tales sino como auténticos 
agentes antibacterianos; en contraposición, 
algunos (cefalotina, cefaloridina, cefoxitina, 
cefotaxima, ceftazidima, imipenem), son 
potentes inductores de dichas enzimas, y se 
da la paradoja, por ejemplo, en el caso de 
cefoxitina e imipenem, que poseen, al mismo 
tiempo, actividades como inhibidores e in- 
ductores de B-lactamasas de bacilos gramne- 
gativos como Enterobacter y Proteus [2,111, 
149, 166]. 
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Derivados del ácido penicilánico 


Carbapenemas 


Ácido clavulánico y derivados 


Sulfonas del ácido penicilánico 

Sulfona del ácido 6-a-cloro-penicilánico 
Sulfona del ácido 6-B-bromo-penicilánico 
Sulfona de la meticilina 

Sulfona de la quinacilina 

Ácido 6-acetilmetilen-penicilánico 


Ácidos olivánicos 
Compuestos PS 
Carpetimicinas 
Asparenomicinas 
Epitienamicinas 
Tienamicinas 


Derivados del ácido heptenoico Clastatina 
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TABLA 33.- ESTRUCTURA QUÍMIC 


E LOS INHIBIDORES 


COMPUESTOS RELACIONADOS [2, 111] 


o 
2 ScH,OH 


N 
COOH 


Ácido Clavulánico 


O cooH 
Sulfonas del ácido penicilánico 


7.D.--MODO DE ACCIÓN 


Con excepción de la cilastatina, que está 
desprovista de actividad antibacteriana, los 
restantes inhibidores de estas enzimas poseen 
cierto grado de actividad frente a algunos 
microorganismos. Sin embargo, estas sustan- 
cias no se emplean solas sino asociadas con 
diversas penicilinas, ejerciendo sobre éstas 
una auténtica función protectora. 

El inhibidor bloquea la P-lactamasa mediante 
un mecanismo de acción múltiple: 


—selectivo (el inhibidor se comporta como un 
sustrato de gran especificidad por la 
enzima), 

— competitivo (el inhibidor y el antibiótico 
con el que se asocia compiten por la 


CcooH 
Ácidos Olivánicos 


HO 
1 POL qe 
o 


COONa NH, 


Cilastatina Sódica 


PB-lactamasa pero el primero posee una 
mayor afinidad por ella), 

— progrestvo (cuanto mayor es la concentra- 
ción del inhibidor más moléculas de 
B-lactamasa son bloqueadas y, además, la 
reacción química entre ambos progresa en 
función del tiempo). 


La clasificación de los inhibidores de 
B-lactamasas por su modo de acción es 
importante porque esta división nos dará una 
idea de la permanencia del efecto inhibitorio. 
Se pueden clasificar en: reversibles e irrever- 
sibles. 


Los inhibidores reversibles o competitivos 
son aquéllos que se unen a la enzima de tal 
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forma que ésta puede recuperar su actividad, 
estableciéndose un equilibrio entre ella y el 
inhibidor. La unión entre ambos se establece 
mediante un enlace no covalente. Debido a 
que dicho equilibrio es dinámico, la inhibi- 
ción puede disminuirse diluyendo el inhibi- 
dor o aportando otra sustancia que se una a la 
enzima en el mismo lugar que lo hace el 
inhibidor. 

Los inhibidores reversibles de las 
B-lactamasas que se unen en el sitio activo (o 
sus proximidades) de la enzima son, a menu- 
do, B-lactámicos que pueden actuar tanto de 
inhibidores como de sustratos. Muchos de 
ellos, son sustratos débiles que poseen una 
elevada afinidad por la enzima, pero que son 
hidrolizados por ésta a tasas bajas. 


Los inhibidores irreversibles o inactivadores 
enzimáticos, suelen ser más efectivos que los 
reversibles, ya que pueden ocasionar la 
anulación de la actividad de la f-lactamasa. 
El bloqueo de la B-lactamasa por parte del 
inhibidor se mantiene durante el suficiente 
tiempo como para que la enzima permanezca 
sin función inactivadora sobre el antibiótico 
asociado el tiempo necesario para que éste 
actúe sobre la bacteria. Un tipo especial de 
éstos lo constituyen los llamados inactivado- 
res suicidas; estos inactivadores son molécu- 
las que, inicialmente, se unen al sitio activo 
de la enzima, alterándose en su estructura 
química, lo que imposibilita su posterior 
liberación y ocasionando la inactivación total 
de dicha enzima. Ambos, inhibidor y enzima 
quedan permanentemente inutilizados, lo que 
puede considerarse como un suicidio. El 
primer inactivador suicida descrito en la 
literatura fue el ácido clavulánico [2, 111, 
149, 166]. 


Sin embargo, esta división, a veces, no es 
completamente real puesto que algunos de los 
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primeros producen una inactivación parcial 
de la enzima y la mayor parte de los segundos 
tienen una fase inicial competitiva. 

Un ejemplo de inhibidores competitivos lo 
constituyen las penicilinas resistentes a las 
P-lactamasas, las cefalosporinas y cefami- 
cinas, así como el imipenem y el aztreonam. 


Los inactivadores enzimáticos mejor conoci- 
dos son el ácido clavulánico, el sulbactam y 
el tazobactam. 

En los bacilos gramnegativos, los inhibidores 
de B-lactamasas, para ser eficaces, deben 
atravesar la membrana externa y alcanzar, en 
concentraciones adecuadas, el espacio peri- 
plásmico, donde se localizan estas enzimas; 
sin embargo, las P-lactamasas de los microor- 
ganismos grampositivos como Staphylococ- 
cus son excretadas al exterior de la célula y, 
portanto, los inhibidores no precisan penetrar 
en el interior de la célula para inactivarlas. 
Otro mecanismo de actuación de los inhibi- 
dores de B-lactamasas es la afinidad que éstos 
tengan por las PFPs bacterianas; así, por 
ejemplo, el ácido clavulánico se fija, prefe- 
rentemente, a la PFP2 y ocasiona cambios 
morfológicos semejantes a los provocados 
por la mecilinama, es decir, formación de 
bacterias esferoidales sin inteferir en el pro- 
ceso de división celular. 


La amoxicilina, una de las penicilinas que se 
asocia con el ácido clavulánico, posee afini- 
dad, fundamentalmente, por las PFPs la, lb y 
2, y algo menor por la PFP3; en tanto que la 
ticarcilina se une, preferentemente, a las 
PFPs la, 3 y 4, 


El ácido clavulánico posee un potente efecto 
inhibidor de las P-lactamasas bacterianas más 
importantes, lo que incluye a las tipo IL, HI, 
IV y V de la clasificación de Richmond y 
Sykes [2, 5, 111, 149, 166, 285]. 
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La palabra quinolona deriva del término 
4-oxo-1,4-dihidroquinoleína, y por tanto son 
fármacos derivados químicamente de la 
molécula de la quinoleína. Farmacológica- 
mente derivan del acido nalidixíco, que fue el 
primero en sintetizarse, y las más actuales 
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contienen átomos de flúor (fluoroquinolonas) 
lo que les proporciona un mayor espectro 
tanto frente a bacterias gramnegativas como 
grampositivas, por lo que se utilizan frecuen- 
temente en la práctica clínica. El mecanismo 
de acción principal de estos fármacos es 
mediante la inhibición de la ADN girasa 
bacteriana [112]. 
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El ácido nalidíxico fue el primero de los 
derivados de síntesis del grupo de las 1-8 
naftiridinas obtenidas por Lesher et al. en 
1962. En 1968, Turner et al. sintetizan el 
ácido oxolínico. En 1971, Shimizu et al. 
comunican la síntesis del ácido piromídico. 
En 1973, Wick et al. publican la obtención 
por vía sintética de la cinoxacina. El ácido 
piperámico o pipemídico fue sintetizado por 


Shimizu ef al. en 1975. Posteriormente, el 
desarrollo de las nuevas quinolonas progresó 
rápidamente, insistiendo en los derivados de 
la 7-piperazino-4-quinolona y en particular en 
el de las que poseen un átomo de flúor (fluo- 
roquinolonas) en la posición 6 del núcleo 
básico, lo que le confería una mayor activi- 
dad antibacteriana [112]. 


2... == ( »_z__  _ _ ___=22 == «=xÉE_ -c_ PP - _———————— a 


1.2 - ESTRUCTURA QUÍMICA 


TABLA 34.- ESTRUCT 


Naftiridina 


NA 


Cinolina 


El ácido nalidíxico y la enoxacina derivan de 
la naftiridina, en tanto que los ácidos piromí- 
dico y pipemídico (o piperámico) lo son de la 
piridopirimidina, y la cinoxacina de la cinoli- 
na. Los restantes miembros de esta familia, 
las quinolonas, derivan todos de la estructura 
de la 4-oxo-1,4-dihidroquinoleína 
(4-quinolona). En la tabla 34 se pueden 
observar los cuatro tipos de estructuras bási- 
cas aludidas: naftiridina, cinolina, piridopiri- 


¿RAS BÁSICAS RELACIONADAS CON LAS QUINOLONAS 


NT SS 


SA 


N N 
Piridopirimidina 


N 
H 


4-Quinolona 


midina y 4-quinolona [2, 112]. 

Las quinolonas fluoradas se caracterizan por 
tener un nitrógeno en posición 1 en el cual 
puede haber variedad de sustituyentes, un 
grupo carboxilo en posición 3, un grupo ceto 
en posición 4 y el átomo de flúor en posición 
6. Además, dispone de diferentes sustitucio- 
nes en el carbono 7, entre las que destaca el 
grupo piperacin-1-ilo (como en norfloxacina, 
ciprofloxacina y enoxacina), el grupo 
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4-metil-piperacin-1-ilo (como en pefloxacina, 
ofloxacina, difloxacina, fleroxacina y amiflo- 
xacina) o el grupo 3-azabiciclo (trovafloxaci- 
na) [154, 155] que tienen un efecto potencia- 
dor de la actividad antimicrobiana frente a 
bacterias grampositivas y gramnegativas [93, 
4751, ya que se ha demostrado que la permea- 
bilidad de la pared bacteriana a la molécula 
quinoleínica está influenciada por el sustitu- 
yente del C7 del anillo 4-oxo- 
1,4-dihidroquinoleína (4-quinolona en la 
tabla 34). 


La actividad antibacteriana de las quinolonas 
se debe a la suma de su buena penetración a 
través de la pared bacteriana y a la inhibición 
de la ADN girasa. Estos dos procesos son 
intensificados por la presencia del átomo de 
flúor en el C6. 

Además, las sustituciones en el N1 o en el C7 
pueden originar diferencias en las propieda- 
des farmacológicas y farmacocinéticas. De 
esta forma, la presencia del radical ciclopro- 
pilo en el N1 de la molécula de ciprofloxaci- 
na le confiere una mayor potencia frente a 
miembros de la familia Enterobacteriaceae y 
a Pseudomonas aeruginosa debido a sus 
Óptimas interacciones electrónicas y estéricas 


[93]. 


Por otra parte, se ha comprobado la importan- 
cia que tienen las cargas asociadas a los 
átomos C7 y C3 en la actividad antimicrobia- 
na, y se ha observado un efecto potenciador 
de la actividad antimicrobiana al disminuir la 
densidad electrónica en el átomo C7 [142]. 


Las fluoroquinolonas son sustancias cristali- 
nas de color blanco amarillento, poco solu- 
bles o insolubles en agua a pH neutro y en 
disolventes orgánicos, pero solubles en solu- 
ciones acuosas ácidas o ligeramente alcalinas. 
Son fotosensibles, muy estables a la tempe- 
ratura ambiente y termorresistentes, por lo 
que pueden esterilizarse en el autoclave 
[112]. 


1.4 - CLASIFICACIÓN 


En la tabla 35 se muestra la clasificación de 
las quinolonas, y compuestos relacionados, 
según su estructura química. En las páginas 
121, 122, 123 se exponen las fórmulas desa- 
rrolladas de estos compuestos. 
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DERIVADOS DE LA NAFTIRIDINA 


DERIVADOS DE LA CINOLINA 


DERIVADOS DE LA PIRIDOPIRIMIDINA 


DERIVADOS DE LA 
QUINOLEINA 


Quinolonas no fluoradas 


Monofluoroquinolonas 


Quinolonas 
fluoradas 
0 
fluoroquinolonas 
Difluoroquinolonas 


Trifluoroquinolonas 


* Quinolonas con las que se ha trabajado en este estudio. 


Acido nalidíxico * 
Enoxacina 


Cinoxacina 


Ácido pipemídico 
O piperámico * 
Acido piromídico 


Ácido oxolínico 
Acrosoxacina o 
Rosoxacina 
Droxacina 
Miloxacina 
Tioxacina 


Amifloxacina 
Ciprofloxacina * 
Flumequina 
Irloxacina o 
Pirfloxacina 
Moxifloxacina 
Norfloxacina * 
Ofloxacina * 
Pefloxacina 


Difloxacina 
Esparfloxacina * 
Lomefloxacina * 


Fleroxacina 
Temafloxacina * 
Tosufloxacina 


Trovafloxacina 
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H,C 
CaH; 
Ácido nalidíxico 


Cinoxacina 
10) 


NZ 
ISO 
Ñ N N 
O 


Acido piromídico 


COOH 


Acrosoxacina o Rosoxacina 


| 


'0] 
200” 
O N 

CH 

Ácido oxolínico 


O 
O CcooH 
« | 
O N 


| 
O—CH, 


Miloxacina 


NZ | 
e 


CoH; 


Ácido pipemídico 


Enoxacina 
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TABLA37- 


O 
DN 

NO HN 

H¿C CH, 


Amifloxacina 


O 
F CH, 
N 
CH, 


Flumequina 


O 
NO” 
] 

CH 


zos 


Norfloxacina 


0] 
' 
CH 


205 


O 


Pefloxacina 


H¿C 


Y 
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Ofloxacina 
0) 
O" 
E N 
NO O 
F 


Difloxacina 
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Esparfloxacina 


F — CH7CH7F 


O 
F ¡00 
DO 
NO 
H¿O7 


Fleroxacina 


10] 

N Su IN 

y 
: 


Tosufloxacina 


Lomefloxacina 


Temafloxacina 


Trovafloxacina 
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A [5 5 5 5 5 5 o 5 5 5 5 5 5 5 A 5 5 


Elemento 


'Fipoiónico 


Hidrofóbicidad 


fcoeficiente de partición) 


Acido oxolínico 


Z 
. . eq» s 


Ácido pipemídico * 


Cinoxacina ácido 


11,7 
0,03 
0,02 


Ciprofloxacina * anfótero 


Enoxacina 


anfótero 


0,007 


Esparfloxacina * anfótero 0,89 
Fleroxacina anfótero ,08 
Flumequina ácido 13,0 


Miloxacina 


Norfloxacina * 


Ofloxacina * 


Pefloxacina 


Rosoxacina 


Tosufloxacina 


anfótero 


anfótero 


anfótero 


ácido 


anfótero 


* Quinolonas utilizadas en esta tesis. 


ácido 1,12 
01 


O, 
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Las fluoroquinolonas son antimicrobianos 
con gran actividad in vitro frente a bacterias 
grampositivas y gramnegativas. Dicha activi- 
dad in vitro de las quinolonas no se ve in- 
fluenciada, en general, por la cantidad de 
inóculo, composición del medio o la presen- 
cia de suero humano. Aunque se ha observa- 
do un efecto aditivo en presencia de sangre, 
sin embargo, todas las quinolonas conocidas 
hasta ahora son 60 veces menos activas en 
orina que en medios de cultivo. Ello es debi- 
do probablemente al pH ácido de la orina y a 
la cantidad de magnesio que puede contener, 
ya que se ha descrito que la alta concentra- 
ción de magnesio disminuye la permeabilidad 
de la pared bacteriana a las quinolonas [50, 
147, 211, 400, 475]. 


La actividad de las quinolonas en general 
frente a las bacterias gramnegativas es muy 
amplia, incluyendo algunos géneros bacteria- 
nos clásicamente resistentes a otros antibióti- 
cos como Enterobacter, Serratia, Proteus 
indol positivos y Pseudomonas. No obstante, 
frente a este último género existen diferen- 
cias entre los fármacos, siendo ciprofloxacina 
la quinolona con mayor actividad [147]. 
Asimismo, la diarrea producida por Shigella 
se trata con éxito con fluoroquinolonas, 
siendo la ciprofloxacina la más activa con 
una CML,, de 0,016 ug/ml [289]. 

Se ha observado un incremento de la resisten- 
cia a Klebsiella pneumoniae y Serratia mar- 
cescens y notable incidencia de alto nivel de 
resistencia a fluoroquinolonas en Pseudomo- 
nas aeruginosa [174]. 

La ciprofloxacina se muestra más activa que 
la trovafloxacina y grepafloxacina frente a 
Pseudomonas aeruginosa, pero sucede al 
contrario en Burkholderia cepacia y Acineto- 
bacter spp. [35]. 

Las quinolonas también tienen actividad 


frente acocos grampositivos, aunque emplea- 
das casi exclusivamente en el género Staphy- 
lococcus, siendo la trovafloxacina [154], la 
esparfloxacina y la tosufloxacina las fluoro- 
quinolonas más potentes frente a Staphylo- 
coccus aureus. 

Según un estudio americano multicéntrico de 
1992, el 86% de las cepas de S. aureus 
meticilina-resistentes eran también resistentes 
a quinolonas [206]. Sin embargo, la trovaflo- 
xacina muestra 32 veces más actividad que la 
ciprofloxacina frente a S. aureus meticilina- 
resistentes. La CML, de trovafloxacina es 
menor de 1 mg/l frente a las cepas resistentes 
a meticilina y frente a las cepas resistentes a 
ciprofloxacina [132, 134], pero la trovafloxa- 
cina y sus derivados han sido retirados re- 
cientemente del mercado español debido a su 
toxicidad hepática como se comenta más 
detalladamente en el apartado de Toxicidad. 


Las primeras en aparecer tenían una actividad 
limitada frente a Streptococcus pneumoniae 
que es, en general, poco sensible a las quino- 
lonas. Sin embargo, las nuevas quinolonas 
como levofloxacina, esparfloxacina, grepaflo- 
xacina y recientemente la trovafloxacina y la 
tosufloxacina han ampliado su espectro con 
una mayor actividad in vitro frente al neumo- 
coco, sobre las cepas de neumococo con 
resistencia a la penicilina y otras especies del 
género Streptococcus [35, 36, 241]. 

También poseen actividad frente a patógenos 
habituales del tracto respiratorio. La neumo- 
nía en la comunidad está producida en un 
49% por $. pneumoniae y menos por otras 
bacterias como Legionella pneumophila, 
Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneu- 
moniae y Coxiella burnetti. Frente a estas 
infecciones extrahospitalarias la esparfloxaci- 
na es una alternativa válida [30]. No obstante, 
la grepafloxacina es más activa que la amoxi- 
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cilina en el tratamiento de neumonías comu- 
nitarias producidas por Streptococcus pneu- 
moniae y Haemophilus influenzae [1, 1, 442]. 
En exacerbaciones bacterianas agudas de la 
bronquitis crónica está indicado el uso de 
esparfloxacina, levofloxacina o trovafloxaci- 
na que van a actuar bien frente a $. pneumo- 
niae, Haemophilus influenzae y Moraxella 
catarrhalis [267, 487]. 

La neumonía nosocomial suele estar produci- 
da tanto por bacilos gramnegativos como los 
pertenecientes a la familia Enterobacteria- 
ceae y Haemophilus influenzae como por 
cocos grampositivos del tipo $. aureus y $. 
pneumoniae, y más raramente por otras 
bacterias como Pseudomonas aeruginosa y 
Acinetobacter spp. Su tratamiento en conjun- 
to es dificultoso ya que la ciprofloxacina y 
ofloxacina que serían las más idóneos poseen 
escasa actividad frente a cocos grampositivos 
y anaerobios [267, 487]. 

La ciprofloxacina, ofloxacina y esparfloxaci- 
na se muestran muy activas frente a M. tuber- 
culosis y otras micobacterias, sin embargo la 
trovafloxacina se muestra poco activa [209, 
237. 

Frente a cepas resistentes de M. tuberculosis, 
la esparfloxacina es más activa que la cipro- 
floxacina. Dicha resistencia a fluoroquinolo- 
nas en M. tuberculosis se asocia a mutaciones 
en el gen gyrA [495]. 

En Mycobacterium avium se realizaron estu- 
dios para valorar la actividad antibacteriana 
de las quinolonas combinadas con antibióti- 
cos de otros grupos, observándose que la 
combinación esparfloxacina y etambutol 
frente a este microorganismo fue sinérgica en 
9 de 10 cepas procedentes de aislamientos 
clínicos [50, 211, 400]. Cuando la rifampici- 
na se añadió como un tercer agente se produ- 
jo sinergismo frente a todas las cepas. Cuan- 
do se eliminó el etambutol, el efecto observa- 
do con la combinación esparfloxacina-rifam- 
picina fue de antagonismo. En general, y 
frente a Mycobacterium avium, las combina- 
ciones de la esparfloxacina, junto con otros 
antimicrobianos, se mostraron más activas in 


vitro que las combinaciones de la ciprofloxa- 
cina. 


Sólo la trovafloxacina y la clinafloxacina 
tienen una actividad elevada frente a anaero- 
bios, siendo media la actividad de la grepa- 
floxacina y esparfloxacina y baja la del resto 
de quinolonas [19, 154]. En otras investiga- 
ciones realizadas sobre la actividad frente a 
bacterias anaerobias, las combinaciones de 
ciprofloxacina por vía parenteral o de ofloxa- 
cina con metronidazol o clindamicina y las 
combinaciones de enoxacina o fleroxacina 
por vía oral con metronidazol, clindamicina 
u ornidazol, no afectaron ala farmacocinética 
de la quinolona ni a la actividad anaeróbica 
ESO, 211, 4001. 


La cinoxacina y los ácidos pipemídico, piro- 
mídico, nalidíxico y oxolínico son activos 
frente a muchas bacterias gramnegativas, 
pero no poseen ninguna actividad frente a 
bacterias grampositivas, excepto el ácido 
oxolínico que presenta cierta actividad frente 
a Staphylococcus aureus. Frente a Pseudomo- 
nas aeruginosa es interesante la acción del 
ácido pipemídico, con una CMI que suele 
oscilar entre 8 y 32 ug/ml, mientras que la 
cinoxacina y los ácidos piromídico, oxolínico 
y nalidíxico son inactivos. 


En enfermedades de transmisión sexual 
podemos destacar la falta de actividad frente 
a Treponema pallidum, la falta de eficacia a 
dosis única en algunos síndromes y su con- 
tralndicación en embarazadas, niños y adoles- 
centes. 

Sin embargo, la norfloxacina, ciprofloxacina 
y ofloxacina son eficaces en la gonococia no 
complicada y en el chancro blando. En cam- 
bio la trovafloxacina es más eficaz frente a N. 
gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis. 


La norfloxacina y la lomefloxacina tienen un 
espectro antibacteriano bastante amplio, 
siendo activas tanto frente a bacterias gram- 
positivas como gramnegativas, incluyendo 
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Pseudomonas aeruginosa, pero son inactivas 
frente a bacterias anaerobias estrictas [112]. 


Asimismo, se ha observado que la esparfloxa- 
cina es activa in vitro frente a microorganis- 
mos gramnegativos como Pseudomonas 
aeruginosa, frente a grampositivos como 
Streptococcus y frente a bacterias anaerobias. 
Tanto la trovafloxacina, como la esparfloxa- 
cina y la ciprofloxacina son igualmente 
eficaces frente a un amplio número de bacte- 
rias, aunque la trovafloxacina y la esparfloxa- 
cina son más activas frente a las bacterias 
anaerobias y cocos grampositivos que la 
ciprofloxacina [154]. 


Swanson et al. en 1991 evaluaron la actividad 
in vitro de la temafloxacina, ciprofloxacina y 
ofloxacina frente a aislados clínicos de 
patógenos respiratorios. Los tres fármacos 
tenían potente actividad frente a bacterias 
gramnegativas, incluyendo Haemophilus 
influenzae, Klebsiella pneumoniae, Moraxe- 
lla catarrhalis y Bordetella pertussis, pero 
frente a bacterias grampositivas temafloxaci- 
na se ha mostrado como el más potente frente 
a Staphylococcus aureus (CML, 0,12 ug/ml) 
y Streptococcus pneumoniae (CMlL 0,5 
ug/mi) [S50, 211, 400]. 


La pefloxacina es muy eficaz como trata- 
miento a dosis única en la cistitis no compli- 
cada de la mujer causada por enterobacterias, 
ya que tiene una vida media y una elimina- 
ción urinaria prolongadas [10]. 

También tiene una excelente actividad sobre 
los microorganismos que causan con mayor 
frecuencia osteomielitis, infecciones de piel 
y de tejidos blandos. La mayor parte de las 
enterobacterias son sensibles a pefloxacina, 
con una CMI menor de 2 ug/ml. Sobre Pseu- 
domonas aeruginosa es menos activa, ofre- 
ciendo una CMI entre 1 y 16 ug/ml. Frente a 
Staphylococcus epidermidis y Staphylococ- 
cus aureus se muestra moderadamente activa, 
aunque cada vez es mayor el número de cepas 
resistentes [208, 215, 236, 450]. La pefloxa- 


cina ha demostrado una buena eficacia en el 
tratamiento de las infecciones hospitalarias 
por Escherichia coli, Staphylococcus aureus 
y Pseudomonas aeruginosa. Se puede consi- 
derar de elección en el tratamiento de infec- 
ciones urinarias complicadas, y constituye 
una buena alternativa en el tratamiento de las 
neumonías nosocomiales, de las infecciones 
intraabdominales por bacterias gramnegativas 
y en las bacteriemias por gramnegativos y 
Staphylococcus, incluidos los resistentes a 
meticilina. En estos casos y en los de infec- 
ciones por Pseudomonas y Acinetobacter, 
debe efectuarse una vigilancia especial que 
permita detectar la aparición de resistencias, 
debiéndose utilizar en tratamientos combina- 
dos. También es muy útil en monoterapia en 
el tratamiento de la fiebre tifoidea y en las 
bacteriemias por Salmonella [208, 215, 236, 
4501. 


La moxifloxacina (BAY 12-8039) es una 
nueva fluoroquinolona de cuarta generación 
estructuralmente relacionada con la ciproflo- 
xacina y con la gatifloxacina. Posee un am- 
plio espectro presentando gran actividad 
frente a bacterias gramnegativas aerobias, 
siendo también activa frente a grampositivos 
anaerobios y Mycobacterium tuberculosis. 

La moxifloxacina mantiene una buena activi- 
dad in vitro, como la de las quinolonas de 
segunda y tercera generación, frente a entero- 
bacterias, P. aeruginosa y otros bacilos 
gramnegativos aerobios, pero es más activa 
frente a cocos gramnegativos aerobios y B. 
fragilis. Aunque es menos eficaz que la 
ciprofloxacina frente a P. aeruginosa, lo es 
más que ella frente a S. maltophilia. También 
es activa sobre H. influenzae, Moraxella 
catarrhalis y Neisseria spp. Tiene una buena 
actividad antiestafilocócica, siendo muy 
superior a la de la ciprofloxacina y es muy 
activa sobre $. aureus sensibles y resistentes 
a meticilina frente a neumococos, enteroco- 
cos, y anaerobios como B. fragilis y C. per- 
fringens. Es activa frente a M. tuberculosis y 
Chlamydia spp. y tiene actividad moderada 
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frente a Helicobacter pylori y Brucella meli- 
tensis. Es muy eficaz frente a 5. pneumoniae, 
HB. influenzae, M. catarrhalis, C. pneumoniae 
y Legionella pneumophila [242, 382, 433, 
464]. 

Tiene una vida media de 10-12 horas y pre- 
senta una unión a proteínas plasmáticas del 
30-45%. 

En resumen, es una fluoroquinolona de am- 
plio espectro, que incluye a cepas sensibles y 
resistentes a penicilinas, cefalosporinas, 
macrólidos y ciprofloxacina, de administra- 


ción una sola vez al día por vía oral, que 
puede alcanzar altas concentraciones en suero 
y con reducidos efectos tóxicos, entre los que 
cabe destacar las náuseas (7,8%) y las dia- 
rreas (5,7%). En los ensayos clínicos, en 
sinusitis, bronquitis y neumonías comunita- 
rias, presenta una tasa de éxito superior al 
90%. Debido atodo ello, la moxifloxacina, se 
perfila como una nueva quinolona enfocada 
a las infecciones del tracto respiratorio [49, 
50]. 
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Las quinolonas presentan un efecto bacterici- 
da por la inhibición de la topoisomerasa II 
bacteriana, denominada ADN-girasa [64, 75, 
101, 140, 162, 216, 217, 218, 312, 326, 385, 
418, 440, 448, 470, 472, 505]. Esta enzima es 
una de las responsables del superenrollamien- 
to del ADN bacteriano. Su inhibición produ- 
ce una carencia de espacio en el citoplasma 
bacteriano incapaz de contener la estructura 
del ADN sin enrollar [112, 311]. 

La ADN-girasa es la enzima bacteriana que 
facilita el superenrrollamiento del ADN 
mediante el uso de la energía libeada en la 
hidrólisis del ATP. La enzima de Escherichia 
coli consiste en dos proteínas, GyrA y GyrB, 
de masa molecular 97 kDa y 90 kDa, respec- 
tivamente, codificadas por los genes gyrA y 
gyrB. Por tanto, la enzima activa conforma en 
conjunto un tetrámero A2B2 de peso molecu- 
lar 400 kDa. Se piensa que el mecanismo de 
superenrrollamiento de ADN por la girasa 
involucra los pasos siguientes: el recubri- 
miento de un segmento de ADN (- 120 bp) 
por el complejo A2B2; corte de la doble 
hélice del ADN recubierto con conservación 
de la energía liberada por el enlace hidroliza- 
do mediante la formación de un enlace cova- 
lente transitorio entre un resto de tirosina 
(Tyr122) de la subunidad A de la proteína 
GyrA y el extremo 5' libre del ADN; el paso 
de una cadena de ADN sobre la otra a través 
del punto de ruptura y la regeneración de los 
enlaces fosfodiéster hidrolizados (reparación 
del corte). 


La topoisomerasa IV [57, 115, 116, 117, 118, 
120, 121, 138, 195, 217, 311, 350, 366, 367, 
368, 470, 472, 483] es otra enzima, reciente- 
mente descubierta, que participa en la segre- 
gación de los bucles de ADN replicados. 
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Recientes trabajos han determinado que la 
topoisomerasa IV es también una diana para 
las quinolonas, y en algunas bacterias gram- 
positivas, la topoisomerasa IV es la diana 
principal [138, 311, 366, 367, 368]. Las dos 
subunidades de la topoisomerasa IV, ParC y 
ParE [57, 115, 116, 117, 118, 120, 121, 195, 
350, 470, 483] son homólogas con las subuni- 
dades de la ADN girasa, y las regiones de la 
subunidad GyrA y GyrB implicadas en la 
susceptibilidad a quinolonas están particular- 
mente representadas en ParC y ParE. Se ha 
demostrado que las actividades de relajación 
y decadenación de la topoisomerasa IV puri- 
ficada son inhibidas por el ácido oxolínico y 
la norfloxacina, aunque a concentraciones 
3-30 veces mayores que aquéllas que inhiben 
la ADN girasa purificada. En este sentido se 
ha descrito recientemente una mutación en 
Escherichia coli, en la región de los genes del 
cromosoma que codifica las subunidades de 
la topoisomerasa IV, y más concretamente en 
el locus nfxD [440]. Esta mutación fue identi- 
ficada en una cepa altamente resistente que 
contiene múltiples mutaciones y su fenotipo 
de resistencia fue condicional, siendo expre- 
sado sólo aditivamente en presencia de un 
alelo mutante resistente gyrA. La introduc- 
ción de un plásmido que portaba un gen 
sensible gyrA+ complementó la resistencia de 
ambas mutaciones gyrA y nfxD. 


Según algunos autores, la interacción de la 
fluoroquinolona con el ADN se realizaría a 
través de las cargas negativas de la molécula. 
Sin embargo, los estudios de resonancia 
magnética nuclear no han demostrado una 
interacción directa entre el ADN y la quino- 
lona. Investigaciones recientes han demostra- 
do la posibilidad de que dicha interacción se 
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establezca a través de puentes de magnesio 
[29, 217, 365]. 


Al acercarse la quinolona al ADN bacteriano, 
la presencia del grupo carboxílico del antimi- 
crobiano interferiría con la alta densidad de 
cargas negativas del ADN. Sin embargo, el 
complejo magnesio-quinolona que estaría 
cargado positivamente favorecería la interac- 
ción, ya que el magnesio podría interactuar 
electrostáticamente con los grupos fosfatos 
del ADN. Eventualmente, dos moléculas de 
quinolona podrían estar a su vez unidas por 
magnesio provocando un efecto cooperativo. 
Aún, no está totalmente aclarado si la quino- 
lona también puede establecer eficientemente 
una unión directa con la ADN girasa en 
ausencia de ácido nucleico. 


El hecho de que una alteración en un solo 
aminoácido de la subunidad A de la ADN 
girasa provoque una pérdida de actividad de 
la quinolona sugiere una interacción directa 
que, sin embargo, aún no ha quedado demos- 
trada. Es cierto que las quinolonas inhiben la 
actividad enzimática de la girasa, pero siem- 
pre se ha demostrado en presencia de ADN, 
con lo que el resultado es poco concluyente 
para hacer evidente una unión directa quino- 
lona-girasa. 


Investigaciones recientes sugieren que la 
eficacia de unión de la quinolona para formar 
el complejo ternario quinolona+ADN+ 
ADN--girasa depende sobre todo de la se- 
cuencia de la subunidad A de la ADN girasa, 
de hecho, en mutantes gyrA la unión es muy 
reducida, lo que da cuenta del mecanismo de 
resistencia [29, 115, 120, 217, 263, 339, 465, 
4831. 


Se suele considerar que la primera función en 
la acción bactericida de las quinolonas es la 
inhibición de la síntesis del ADN debido a la 
interacción del fármaco con la ADN girasa 
bacteriana [144, 383, 390]. Dicha interacción 
genera lesiones en el ADN, lo que induce la 
respuesta SOS como consecuencia de este 
efecto. 

La respuesta SOS, caracterizada en Escheri- 
chia coli, es desencadenada por una acumu- 
lación de daños en el ADN o cuando la 
replicación del ADN es inhibida, estando 
reprimida su expresión en condiciones fisio- 
lógicas normales. 

Parece que la señal que desencadena la res- 
puesta SOS consiste en regiones de ADN de 
cadena simple que se producen cuando la 
célula intenta replicar una plantilla dañada o 
cuando es interrumpido el proceso normal de 
replicación del ADN. La unión de este ADN 
de cadena simple a la proteína RecA, trans- 
forma esta proteína en su forma activada. 
Como efecto de la activación de la respuesta 
SOS se produce, pues, la activación de la 
proteína RecA, una de cuyas funciones es la 
degradación por escisión del represor LexA 
y su inactivación como represor. La proteína 
LexA está reprimiendo la expresión de una 
serie de genes (genes SOS) cuya expresión se 
verá aumentada; estos genes están relaciona- 
dos con la reparación del ADN y entre ellos 
se encuentran los propios genes recA, lexA y 
uvrABC y umuDC. Cuando la señal activado- 
ra desaparece, se inactiva la proteína RecA, 
el represor LexA se acumula y los niveles 
normales de los demás productos se recupe- 
ran [144, 271, 388, 390]. 

En la siguiente figura se esquematiza la 
respuesta SOS: 
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Figura 5.1.- Sistema de reparación del ADN en Escherichia coli (respuesta SOS) [144]. 
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Las consecuencias fisiológicas de la induc- 
ción de la respuesta SOS incluyen la inhibi- 
ción de la división celular y el aumento de la 
reparación del ADN [144, 388, 390]. La 
inducción de la respuesta SOS incrementa la 
supervivencia de la célula dañada o bien 
RecA podría proteger la hendidura creada en 
el ADN del ataque de la exonucleasa RecBC., 
El efecto inhibitorio de las quinolonas en la 
ADN girasa puede originar una disminución 
de la capacidad de la célula para reparar su 
ADN dañado o una filamentación celular 
continua que por sí misma puede ser letal 
para la célula. La implicación de la respuesta 
SOS en el efecto de la quinolona a nivel de la 
célula bacteriana es tal que mutantes defi- 
cientes en la inducción de la respuesta SOS 
sobrevivieron mejor en presencia de quinolo- 
nas. Asimismo, mutantes que fueron incapa- 
ces de desarrollar filamentación también 
sobrevivieron mejor en presencia de quinolo- 
nas. En este contexto, entre los genes que son 
inducidos con la respuesta SOS se encuentra 
SulA (sfiA), cuyo resultado es la inhibición de 
la división celular [144, 388, 390]. 


Asimismo, se ha demostrado que el fenotipo 
resistente a quinolona del mutante gyrA está 
influenciado por mutaciones en el gen recA. 
En este sentido, se ha propuesto que la proteí- 
na RecA podría estar implicada en procesos 
de reparación del daño en el ADN inducido 
por quinolonas [144]. 


Un método para conocer rutas bacteriolíticas 
es el reciente aislamiento de un mutante de 
Escherichia coli tolerante a quinolonas. Esta 
cepa, aunque inhibida por quinolonas, es 
1000 veces menos susceptible a la acción 
bactericida comparada con la cepa salvaje. 
En la localización cromosómica de las muta- 
ciones responsables de esta tolerancia se han 
identificado las proteínas que juegan un papel 
en la muerte celular por quinolonas. 

Entre estos mutantes se encuentran los que 
presentan mutaciones tipo hipA de la especie 
Escherichia coli, que presentan una mayor 
tolerancia a antibióticos P-lactámicos y a 
quinolonas, lo que sugiere una posible ruta 
común en la acción bactericida de ambos, 
quizá implicando mecanismos que participan 
en la división celular [491].: 


En muchos organismos procariotas se ha 
demostrado la inducción de respuesta fisioló- 
gica o la síntesis de nuevas proteínas por la 
acción de radiación ultravioleta, que también 


_induce la respuesta SOS en Escherichia coll. 


Asimismo, se sabe que la mayoría de las 
bacterias poseen un sistema regulatorio SOS 
muy relacionado con el descrito en Escherl- 
chia coli, entre las que se incluyen Salmone- 
lla typhimurium, Proteus mirabilis, Haemop- 
hilus influenzae, Caulobacter crescentus, 
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subrilis y 
Bacillus thuringiensis [144, 388, 390]. 
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La resistencia a quinolonas se origina funda- 
mentalmente por mutaciones en el cromoso- 
ma bacteriano. 

Algunas quinolonas son metabolizadas y 
modificadas en las células eucariotas, pero 
todavía no existen evidencias de una modifi- 
cación-desactivación como mecanismo de 
defensa en la célula bacteriana. 


En muchas especies bacterianas es relativa- 
mente fácil aislar mutantes con alto nivel de 
resistencia al ácido nalidíxico mediante un 
simple escalón selectivo, pero es bastante 
más difícil lograrlo con las fluoroquinolonas. 
La alta resistencia al ácido nalidíxico median- 
te un simple escalón ocurre con una frecuen- 
cia de 10”, mientras que mediante un único 
escalón selectivo se obtienen mutantes con un 
escaso nivel de resistencia a las nuevas qui- 
nolonas con una frecuencia de 107. 
Mediante uno o varios escalones selectivos 
podemos obtener mutantes en el laboratorio, 
con altos niveles de resistencia a fluoroquino- 
lonas, y que presentan una resistencia cruza- 
da a otras quinolonas. De este modo se han 
seleccionado cepas de Escherichia coli con 
fenotipo de múltiple resistencia a antimicro- 
bianos y alto nivel de resistencia a norfloxa- 
cina, con una frecuencia de 10” [140]. 

De todas formas, y generalmente, los resulta- 
dos de selección in vitro permiten alcanzar 
altos niveles de resistencia que no se suelen 
alcanzar con tanta facilidad en aislamientos 
clínicos directos. 


Así, en el IV Simposium Internacional de 
nuevas quinolonas celebrado en Munich en 
1992 [338] se evaluó la actividad de la oflo- 
xacina frente a bacterias gramnegativas y 
grampositivas de pacientes no hospitalizados. 
Después de su utilización en Alemania duran- 
te 7 años, la ofloxacina continuaba inhibien- 
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do el crecimiento del 97% de las bacterias 
gramnegativas del 93% de las bacterias gram- 
positivas. En dicho certamen, Tabuko comu- 
nicó una disminución de la susceptibilidad a 
quinolonas en Japón de un 20-30% en los 
aislados clínicos de Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus epidermidis, Klebsiella 
pneumoniae y Citrobacter freundii (periodo 
1990-1991 versus 1985-1986) [338]. 
Asimismo Jones y Hoban, también en el 
mismo año, comunicaron que la ofloxacina 
inhibió entre el 87% y el 90% de los organis- 
mos grampositivos y gramnegativos; encon- 
trándose con cepas resistentes de las especies 
Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens 
y Providencia spp.; mientras que en Staph- 
ylococcus y Pseudomonas aeruginosa se 
observó resistencia cruzada para todas las 
fluoroquinolonas, tanto de uso hospitalario 
como extrahospitalario [338]. 

Igualmente, Fu ef al. comunicaron en dicho 
año varios casos de diarreas causadas por 
Shigella y Salmonella que respondieron al 
tratamiento con norfloxacina [338]. 


El estudio realizado en España durante diez 
años, desde 1983 hasta 1992, sobre resisten- 
cia a quinolonas en Escherichia coli causante 
de infecciones del tracto urinario, concluyó 
informando de que el ácido pipemídico pasó 
de presentar un 6% de cepas resistentes antes 
de 1989 a un 16,2% en 1991 y a un 18% de 
cepas resistentes en 1992 [380]. La suscepti- 
bilidad al ácido nalidíxico sólo se estudió 
hasta 1988 observándose un rango de resis- 
tencia ligeramente mayor que para el ácido 
pipemídico. El aumento de resistencias al 
ácido pipemídico y otras quinolonas en Es- 
cherichia coli en los últimos años parece ser 
una consecuencia del frecuente uso de las 
fluoroquinolonas. De 1988 a 1992 las resis- 
tencias a norfloxacina han aumentado doblán- 
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dose cada año. La proporción de resistencias 
a norfloxacina y ciprofloxacina fue de un 
5,4% y un 4%, respectivamente, en 1991 y de 
un 8,4% y 7,1%, respectivamente, en 1992. 
Para la mayoría de estas cepas resistentes, la 
CMI de la norfloxacina fue mayor o igual a 
32 ug/ml y la de la ciprofloxacina fue mayor 
o igual a 16 ug/mil. También se observó que 
las cepas de Escherichia coli resistentes a 
ciprofloxacina son más a menudo resistentes 
a tetraciclina que las cepas sensibles a cipro- 
floxacina [380]. 


En otro estudio realizado en España en 1993, 
en el que participaron 14 hospitales, se 
analizó la actividad in vitro de la ofloxacina 
frente a 2.640 aislamientos clínicos, tanto 
grampositivos como gramnegativos: 1.387 
enterobacterias, 407 bacilos gramnegativos 
no fermentadores (BNP), 583 estafilococos, 
91 estreptococos y 172 enterococos. Las 
CMIs se determinaron mediante la técnica de 
microdilución en caldo o de dilución en agar. 


1) Mutaciones que afectan a 
las subunidades de la ADN gira- | [57, 64, 75, 101, 115, 116, 117, 118, 120, 121, 138, 

sa bacteriana, la diana intracelu- | 140, 162, 195, 216, 217, 218, 311, 312, 326, 350, 366, 
lar de las 4-quinolonas y/o a la 
topoisomerasa IV 


2) Mutaciones que disminuyen | **- 


la acumulación de la quinolona: 


a) Defectos en la 
permeabilidad de 
la membrana exter- 


b) Participación 
del transporte 
transmembrana 
protón-dependiente 


La sensibilidad a ofloxacina fue la siguiente: 
enterobacterias 93,4%, BNF 68,8%, estafilo- 
cocos 82,8%, estreptococos 96,7%, enteroco- 
cos 58,1%. El porcentaje global de resisten- 
cia a la ofloxacina fue del 14,7%. La CMLo 
frente a enterobacterias fue de 0,5 ug/ml, 
frente a estreptococos fue de 1 g/m, frente 
a estafilococos de 8 ug/ml y frente a entero- 
cocos de 64 ug/ml [12]. 

En otro estudio realizado posteriormente en 
España en 1995, en el que participaron 18 
hospitales españoles, se indicó que la resis- 
tencia a la ciprofloxacina en 1.804 cepas de 
enterobacterias fue del 6% [156]. 


El interés clínico creciente por las fluoroqui- 
nolonas ha fomentado el desarrollo de mume- 
rosos estudios in vitro sobre las bases mole- 
culares de la resistencia a quinolonas, realiza- 
dos fundamentalmente en cepas de Escheri- 
chia coli. Las mutaciones resistentes descri- 
tas han sido agrupadas en: 


367, 368, 385, 418, 440, 448, 470, 472, 483, 505] 


[75, 97, 140, 
191, 203, 219, 
297, 329, 423] 


alteraciones en 
las proteínas 


alteraciones en | [64, 113, 124, 
el LPS * 203, 503] 


[165, 233, 272, 273, 293, 345, 
346, 348, 370] 


* No todos los autores están de acuerdo en que influye en la acumulación de quinolonas. 
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Mutaciones en 
la ADN girasa 
y/o en la 
topoisomerasa IV 


Mutaciones que 
disminuyen 
la acumulación 
de la droga 


Tipo de resistencia 


gyrA (48 min): 
nfxA, nalA, cfxA 


gyrB (83 min): 
nalC, nalD 


parC y parE 


nfxB (19 


min) 


nalB (cfxB) 


(34 min) 
” nfxC 
E 
E mar 
E 
L 
a 
= ramÁ 
Es 
"== . 
E alteraciones 
3 en las pro- 
3 teínas 
2% 


alteraciones 

en el LPS de 

la membrana 
externa 


Participación del 
transporte trans- 
membrana protón- 
dependiente 


[57, 75, 101, 115, 116, 117, 118, 120, 121, 
135, 140, 187, 194, 195, 202, 216, 217, 
218, 254, 311, 326, 335, 350, 359, 384, 
385, 387, 414, 418, 440, 4438, 470, 472, 

483, 505] 


[75, 119, 135, 163, 194, 202, 217, 218, 248, 
333, 385, 413, 472, 496, 505] 


[26, 27, 57, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 
135, 195, 218, 350, 384, 385, 413, 414, 
433, 470, 483] 


[57, 219, 221] 


[180, 219, 220] 


[219] 


[8, 89, 96, 164, 168, 180, 221, 232, 258, 
259, 269, 298, 321, 355, 357, 509] 


[164] 


[75, 97, 135, 191, 203, 219, 297, 326, 329] 


[64, 113, 124, 203, 326, 503] 


Otros [18, 135, 316, 324, 329, 462] 


[135, 165, 233, 272, 273, 292, 293, 301, 
305, 345, 346, 348, 370] 


196 
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4.1.1 - PAPEL DE LA ADN GIRASA EN EL 
METABOLISMO BACTERIANO 


El mecanismo de resistencia bacteriana a 
quinolonas más importante es de tipo cromo- 
sómico y consiste en la modificación enzimá- 
tica de la subunidad A de la ADN girasa [75, 
101, 140, 162, 216, 217, 218, 312, 326, 385, 
418, 440, 448, 470, 471, 472, 505]. Dicha 
ADN girasa, también llamada topoisomerasa 
Il bacteriana, es una enzima esencial para la 
bacteria y responsable del superenrollamiento 
de la doble banda del ADN. Su estructura es 
tetramérica, y está compuesta por dos subuni- 
dades A y dos subunidades B [75, 218, 311]. 
La subunidad A tiene una función de relaja- 
ción de la doble hélice de ADN y una función 
adicional, cuando se asocia a la subunidad B, 
de estrangular y cerrar la doble hélice. 


La subunidad B contiene una zona para la 
hidrólisis del ATP, que proporciona la ener- 
gía necesaria para el superenrollamiento y es 
la diana de la novobiocina y de la coumerrmi- 
cina (antibióticos bacteriostáticos). La ADN 
girasa convierte la energía libre del ATP en 
energía de torsión y de superenrollamiento 
[75, 218]. 


La ADN girasa es conocida como la diana de 
las quinolonas desde que Gellert et al. [162] 
identificaron en 1977 el producto de nalA, el 
primer gen de resistencia a quinolonas descri- 
to en Escherichia coli, como un componente 
de la ADN girasa [75]. La diana de las qui- 
nolonas es diferente de la diana de la novo- 
biocina y la coumermicina, aunque ambas 
son componentes de la ADN girasa, no exis- 
tiendo resistencia cruzada entre quinolonas y 
coumermicina en mutantes nalA. Por su 
parte, la relajación del superenrollamiento del 
ADN en mutantes nalA es inhibida por el 


ácido oxolínico, debido a que la subunidad A 
de la ADN girasa es la diana de las quinolo- 
nas [75, 162, 312]. 


4.1.1.1 - Consecuencias de la alteración de 
la subunidad A (GyrA) 


El papel determinante de la subunidad A de 
la ADN girasa en la sensibilidad de dicha 
enzima a las quinolonas se demuestra porque 
la alteración de la subunidad A aumentó la 
ID,, (concentración de quinolonas necesaria 
para inhibir la síntesis del ADN en un 50%) 
de 2 a 500 veces en Escherichia coli, Kleb- 
siella pneumoniae, Enterobacter cloacae, 
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeru- 
ginosa. También aumentó la ICsy (concentra- 
ción de quinolonas necesaria para inhibir el 
superenrollamiento plasmídico por la girasa 
en un 50%) de 25 a 500 veces para la girasa 
de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 
Campylobacter jejuni, Serratia marcescens, 
Enterobacter cloacae, Proteus vulgaris, 
Enterococcus faecalis y Pseudomonas aeru- 
ginosa [75]. 


Los genes gyrA y gyrB se localizan en el 
cromosoma bacteriano y están implicados en 
la síntesis de la ADN girasa. La naturaleza de 
las mutaciones en la girasa A responsable de 
la resistencia a las quinolonas fue caracteriza- 
da inicialmente en cuatro cepas resistentes de 
Escherichia coli K12, dos de ellas seleccio- 
nadas con ácido nalidíxico y dos con ácido 
pipemídico [140], comprobándose que el alto 
nivel de resistencia se asoció a una simple 
sustitución de la serina de la posición 83 por 
triptófano o leucina. Asimismo, un bajo nivel 
de resistencia se asoció a la sustitución de la 
alanina de la posición 67 por una serina, o 
bien una glutamina en la posición 106 por 
histidina [140, 218, 338]. También se ha 
demostrado en Escherichia coli que la doble 
mutación resultante de la sustitución de los 
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aminoácidos serina en la posición 83 y ácido 
aspártico en la posición 87 producen un 
mayor incremento en los valores de las CMls 
de las fluoroquinolonas que cuando sólo se 
produce una mutación [385, 472]. Por tanto, 
todas las mutaciones que conducen aresisten- 
cia a las quinolonas se localizan en una 
región proteica de la girasa A cercana al 
residuo catalítico Tyr-122 cuya función es 
antagonizada por las quinolonas. Esta región 
N-terminal de la proteína de la girasa A 
forma un dominio compacto resistente a la 
acción de proteasas y que parece contener el 
lugar activo para la rotura del ADN y la 
acción de la quinolona [140, 218]. De este 
modo, para Escherichia coli está claro que 
una mutación puntual en el gen gyrA que 
causa la sustitución de la serina en posición 
83 (u otro aminoácido en su vecindad) es 
responsable de la modificación de la subuni- 
dad A y conduce a una disminución de afini- 
dad de la ADN girasa por las quinolonas. 
Resultados similares fueron descritos para 
Staphylococcus aureus por otros autores en 
1990 [75]. Muchos de los trabajos sobre las 
modificaciones de la subunidad A incluyen 
experimentos de complementación con gyrA 
que consisten en la introducción de un plás- 
mido con un alelo tipo sensible del gen gyrA 
en las cepas resistentes a quinolonas. Estos 
experimentos han confirmado que las cepas 
de diferentes especies de bacterias gramposi- 
tivas y gramnegativas resistentes a quinolo- 
nas tienen mutaciones en genes gyrA. En 
concreto, en bacterias gramnegativas, dife- 
rentes trabajos han demostrado este hecho en 
Escherichia coli [75, 217, 218, 335, 385, 418, 
470, 472, 505], Pseudomonas aeruginosa 
[75, 101, 102, 140, 162, 216, 217, 218, 312, 
385, 418, 440, 4481, Salmonella typhimu- 
rium [163, 182, 194, 384, 385], Klebsiella 
pneumoniae [115, 116, 117, 118, 305, 483], 
Citrobacter freundii [350,483], Enterobacter 
cloacae [117, 118, 120, 121, 483], Providen- 
cia stuartii [483], Acinetobacter baumanii 
[471], y Serratia marcescens [254, 308, 483]. 


4.1.1.2 - Alteración de la subunidad B 


Y amagishi et al. [496] fueron los primeros en 
demostrar que una mutación en la girasa B 
también podría conferir resistencia a 
quinolonas en Escherichia coli [75, 119, 
163, 194, 202, 248, 330, 335, 385, 413, 496, 
505]. Las dos primeras cepas, descritas en 
1981, expresaban la resistencia en los genes 
nalC y nalD. Más tarde se publicó que nalC 
era la girasa B con una transformación de 
adenina a guanina en la primera base del 
codon 447, conduciendo a la sustitución del 
residuo del ácido glutámico por lisina en la 
posición 447. También se comprobó que 
nalD era la girasa B con una transformación 
de guanina en adenina en la primera base del 
codon 426, conduciendo a la sustitución del 
residuo de asparagina por ácido aspártico. El 
mutante nalD era resistente, con un aumento 
en las CMIs de los ácidos nalidíxico, piromí- 
dico y pipemídico de 10 veces; también era 
menos susceptible a las fluoroquinolonas que 
la cepa origen. El mutante nalC era resistente 
a las quinolonas ácidas como el ácido nalidí- 
xico, ácido piromídico y flumequina, pero 
muy susceptible a quinolonas anfóteras, con 
una disminución de 4 veces su CMI al ácido 
pipemídico y a las fluoroquinolonas. Este 
hecho se justifica por la modificación de la 
carga y la hidrofobicidad de la molécula, 
cuyo resultado era el de afinidades diferentes 
para las fluoroquinolonas, en particular aqué- 
llas con carga positiva cerca del núcleo de la 
piperazina. Los 13 mutantes de Escherichia 
coli KL-16 con modificación en la subunidad 
B, del estudio referido, tenían mutaciones en 
los codones 426 o 447 [75, 505]. 


En pocas cepas bacterianas resistentes a 
quinolonas han sido identificadas mutaciones 
en el gen gyrB [75, 119, 163, 194, 202, 248, 
330, 335, 385, 413, 496, 505]. Un trabajo 
reciente ha estudiado los efectos de la intro- 
ducción de un gen gyrB salvaje clonado de 
Escherichia coli en un plásmido en el interior 
de los mutantes caracterizados de Escheri- 
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chia coli nal-24 y nal-31 [496] y en un aisla- 
do clínico de Salmonella typhimurium [194]. 
Este trabajo demostró que la introducción del 
gen gyrB en el interior de Escherichia coli 
nal-24 redujo 5 veces la CMI del ácido nali- 
díxico. Para Escherichia coli nal-31 la CMI 
se redujo 3 veces. Aunque los valores de CMI 
de la ciprofloxacina también disminuyeron en 
presencia del gen gyrB salvaje, el efecto no 
fue tan pronunciado como en el caso del 
ácido nalidíxico. En un aislado clínico de 
Salmonella typhimurium se introdujeron 
ambos genes salvajes gyrA y gyrB, solos y 
combinados. Únicamente en presencia de 
ambos genes la sensibilidad del aislado fue 
similar a la de una cepa del género Salmone- 
lla sensible a quinolonas, lo cual sugiere que 
las mutaciones en ambos genes contribuyeron 
al fenotipo de resistencia [385]. 


4.1.1.3 - Alteración del acoplamiento de la 
molécula quinolónica a la ADN girasa por 
mutaciones en los genes gyrA y gyrB 


El exacto lugar de unión para la quinolona 
aún no se conoce, aunque considerando las 
mutaciones observadas en el gen gyrA es 
posible que la región determinante de 
resistencia a quinolonas (QRDR) sea el 
dominio proteico de la girasa A, que incluye 
los aminoácidos 67 al 106. 

Este dominio está localizado cerca de 
Tyr-122 y tiene una unión covalente al ADN 
durante el giro y cierre en el proceso de 
superenrollamiento. La mayoría de las muta- 
ciones del gen gyrA ocurren alrededor del 
codon 83 y la resistencia debida a sustitucio- 
nes de la serina-83 se atribuyen a la pérdida 
del grupo hidroxilo de la misma. Así, las 
sustituciones de la serina por triptófano y 
leucina en posición 83 confieren mayores 
niveles de resistencia que la sustitución por la 
alanina. 

Parece probable que la sustitución del peque- 
ño grupo hidroxilo de la serina por los grupos 
hidrofóbicos voluminosos de la leucina y del 


triptófano conduce a una obstrucción física 
para la unión de las quinolonas a la hendidura 
enzimática. De igual modo, otra mutación 
frecuente es la sustitución del ácido aspártico 
en posición 87 por ácido glutámico o aspara- 
gina [369, 483]. 

Se ha sugerido que la hendidura enzimática 
es creada después de la formación del com- 
plejo ADN girasa y que es el lugar de unión 
para las quinolonas. Esta localización es 
equivalente al "bolsillo" de las quinolonas 
propuesto por Yoshida en 1991 [505], que 
incluye el dominio de aminoácidos del 67 al 
106 en la girasa A y el dominio de aminoáci- 
dos del 426 al 447 en la girasa B. Este mode- 
lo explicaría el que los cambios en la estruc- 
tura de este bolsillo o hendidura alteren la 
alta o baja afinidad de la quinolona por la 
ADN girasa [75]. 


4.1.1.4 - Mutaciones en parC y pare . 


También se han descrito resistencias a quino- 
lonas debidas a mutaciones en la topoisome- 
rasa IV. Esta enzima ha sido descrita tanto en 
E. coli como en Salmonella typhimurium, 
Neisseria gonorrhoeae, Staphylococcus 
aureus, Streptococcus pneumoniae, Citrobac- 
ter freundii, Klebsiella pneumoniae, Acineto- 
bacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, 
Mycobacterim tuberculosis y otros. 


La topoisomerasa IV, al igual que la ADN 
girasa, es una topoisomerasa tipo II y, de la 
misma forma, está constituida por dos pares 
de subunidades A y B, formando un tetráme- 
ro A,B,. 

Tanto en Escherichia coli como en Strepto- 
coccus pneumoniae estas subunidades son 
denominadas ParC y ParE y están codificadas 
por los genes parC y parE, en cambio en 
Staphylococcus aureus las subunidades son 
denominadas GyrlA y GyrlB y están codifica- 
das por los genes grÍA y grIB. 

El papel principal de esta enzima parece estar 
en el desencadenamiento de los replicones 
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hijos que proceden de la replicación del 
ADN, aunque también puede actuar en la 
relajación del superenrrollamiento de dicho 
ADN. Esta enzima presenta una secuencia de 
aminoácidos similar a la de las correspon- 
dientes subunidades de la ADN girasa, ocu- 
rriendo la mayor homología en la región 
—NH, terminal que es la región que determina 
la resistencia a las quinolonas (región 
QRDR). 

De igual modo, las mutaciones más frecuen- 
tes originan la sustitución de la serina en 
posición 80 por isoleucina o arginina, y la del 
ácido glutámico en posición 84 por lisina [26, 
135, 263, 433, 470]. 

Esta similaridad implica que las quinolonas 
pueden ser capaces de inhibir tanto a la ADN 
girasa como a la topoisomerasa IV. De hecho 
Pen y Mariang han demostrado que las quino- 
lonas inhiben la actividad de relajación de la 
topoisomerasa IV a concentraciones de 3 a 30 
veces mayores que las requeridas para inhibir 
la misma actividad en la ADN girasa. 


De igual manera parece ser que el blanco 
principal para las quinolonas en E. coli es la 
ADN girasa, en tanto que la topoisomerasa 
IV actúa como blanco secundario. En cambio 
tanto en Streptococcus pneumoniae como en 
Staphylococcus aureus ocurre al contrario, 
siendo el blanco principal para las quinolonas 
la topoisomerasa TV, en tanto que la ADN 
girasa actuaría como blanco secundario (138, 
331]. 

Asimismo, los altos niveles de resistencia a 
quinolonas en E. coli se han asociado a la 
presencia simultánea de mutaciones en gyrA 
y parC [26, 27, 115, 116, 117, 118, 120, 121, 
138, 195, 311, 350, 366, 367, 368, 433, 470, 
472, 4831. 

De igual forma ciertos autores relacionan los 
altos niveles de resistencia a quinolonas en E. 
coli con una mutación conjunta en los genes 
gyrA y parE [57], en tanto que otros no 
encuentran esa relación [413]. 


4.2.1 - PAPEL DE LOS COMPONENTES DE LA 
MEMBRANA EXTERNA EN LA ENTRADA DE 
LAS MOLÉCULAS DE QUINOLONAS EN LA 
CÉLULA BACTERIANA 


Otro mecanismo de resistencia a quinolonas 
es debido a una disminución en la entrada de 
la quinolona en la célula bacteriana y/o un 
aumento en el transporte transmembrana 
protón-dependiente. En las bacterias gramne- 
gativas, el camino de penetración de las 
quinolonas en la bacteria es mediante difu- 
sión pasiva a través de la membrana externa 
y, preferentemente, a través de los canales de 
las porinas, vía que utilizan la mayoría de los 
compuestos hidrofílicos, mientras que los 
compuestos hidrofóbicos penetran mejor 
atravesando la bicapa lipídica. 

Aunque difundan en parte a través de las 
porinas, no es imposible que pueda existir un 
paso a través de la capa lipídica después de la 
desestabilización de los puentes de magnesio 
que enlazan las moléculas de LPS. Asimismo, 
a nivel de la membrana citoplásmica, difun- 
den pasivamente hacia el interior de la célula 
[340]. 

Las principales dianas de los antimicrobianos 
están localizadas por dentro de la membrana 
externa de la bacteria, teniendo que atravesar- 
la para ser efectivos, por lo que la susceptibi- 
lidad de las bacterias gramnegativas a un 
antimicrobiano está influenciada por las 
propiedades de permeabilidad de los canales 
presentes en la membrana externa. 

Las proteínas de la membrana externa (pori- 
nas, de canal específico y otras) que pueden 
encontrarse en las cepas relacionadas con 
este estudio, se detallan en las tablas corres- 
pondientes del capítulo 2. 

En Escherichia coli y Salmonella typhimu- 
rium, se han descrito dos porinas mayores, la 
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OmpC y la OmpF. En Enterobacter cloacae 
las porinas principales son las OmpF y 
OmpD, en tanto que en Klebsiella pneumo- 
niae se han descrito la OmpK36 [6, 7, 21, 
129, 199, 200, 201, 307], la OmpK35 [127, 
199] y la OmpK37 [127]. En Proteus vulga- 
ris y Citrobacter freundii y Citrobacter 
diversus las porinas halladas no han sido aún 
caracterizadas [340, 384, 385]. 


4.2. 2 - ALTERACIÓN DE LAS PROTEÍNAS DE 
LA MEMBRANA EXTERNA Y DEL LPS EN 
ESCHERICHIA COÍ1 


Las principales porinas de membrana externa 
(Omp) en Escherichia coli son la porina E 
(OmpF) y la porina C (OmpC), cuya expre- 
sión depende de estímulos ambientales como 
temperatura y osmolaridad. La entrada de las 
quinolonas en la célula se produce mediante 
difusión pasiva que no requiere energía. 

En E. coli las mutaciones en la expresión de 
las proteínas de la membrana externa afectan 
más a menudo a la síntesis de la porina F, lo 
que confiere sólo un ligero aumento de la 
CMI a quinolonas. El primer gen descrito en 
E. coli que confería resistencia a quinolonas 
por descenso de la permeabilidad fue nalB. 
Posteriormente han sido descritos en E. coli 
otros genes como son nfxB, cfxB, norB y 
nfxC, que también confieren resistencia a 
quinolonas por disminución de la expresión 
de la porina F y, en consecuencia, de la per- 
meabilidad de la membrana. Esta disminu- 
ción de la expresión de la porina F se ha 
descrito en mutantes Mar en donde el gen 
responsable marA aumenta la expresión del 
gen micF, que, codificado por un ARN inver- 
so del ARNm de la OmpF, da lugar a una 
inhibición postranscripcional del gen ompF y 
la ausencia de síntesis de la OmpF [17, 75, 
89, 122]. Ésto provoca en ciertos mutantes 
una resistencia cruzada entre antimicrobianos 
no relacionados estructuralmente con las 
quinolonas coro las tetraciclinas, el cloranfe- 


nicol y, en cierta medida, las P-lactaminas. 
Curiosamente tales mutantes resistentes a las 
quinolonas pueden ser seleccionados por la 
tetraciclina o el cloranfenicol con una fre- 
cuencia 1000 veces superior que por las 
quinolonas. Esta resistencia cruzada de las 
quinolonas con otros antimicrobianos se ha 
encontrado también en otras especies bacte- 
rianas seleccionadas in vivo e in vitro como 
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloa- 
cae, Serratia marcescens, Salmonella paraty- 
phi A, Pseudomonas aeruginosa y P. cepacia 
[340, 342]. 

Estudios con mutantes deficientes en porinas 
sugieren que las quinolonas hidrofílicas como 
ciprofloxacina y norfloxacina penetran a 
través de la porina F [97, 140, 297, 329]. 
También se ha descrito que los mutantes nfxB 
y cfxB de Escherichia coli disminuyen la 
expresión de la porina de membrana externa 
OmpF y la acumulación de norfloxacina en 
las células por un mecanismo dependiente de 
energía. En este caso, la reducción de la 
permeabilidad a la quinolona en ambos mu- 
tantes ha sido atribuida a la disminución de la 
difusión a través de los canales porinas y a 
un sistema de transporte transmembrana 
protón-dependiente [165, 233, 272, 273, 293, 
345, 346, 348, 370]. 

En otras enterobacterias, se ha comprobado 
una pérdida o descenso en la expresión de 
proteínas de la membrana externa de entre 35 
y 41 KDa, que corresponden a las porinas de 
Enterobacter cloacae, Proteus vulgaris, C. 
freundii, Klebsiella pneumoniae, [233, 294, 
430] Serratia marcescens, Salmonella pa- 
ratyphi A y Salmonella typhimurium [75, 
385, 387]. 


Sin embargo en mutantes de Salmonella 
typhimurium, los pequeños aumentos en los 
valores de las CMIs de quinolonas en las 
células deficientes en porinas comparadas 
con las cepas sensibles, sugieren que existe 
una ruta adicional de entrada para quinolonas 
hidrofóbicas como el ácido nalidíxico, para el 
que la capa de LPS forma una barrera 
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permeable. En este sentido, se ha propuesto 
que las quinolonas, a través de su grupo 
carbonilo, quelan iones magnesio asociados 
a los LPS produciéndose la unión de las 
moléculas de LPS entre sí y desestabilizando 
de esta forma la membrana externa, dejando 
expuesta la bicapa de lípidos a través de la 
cual las quinolonas son capaces de difundir 
[83, 140], aunque no todos los autores están 
de acuerdo en el papel del LPS en la resisten- 
cia a quinolonas. 


4.3 - PAPEL DEL TRAN 
MEMBRANA PROTÓN» TEN 
LA RESISTENCIA A. QUESOLONAS 


A nivel de la membrana citoplásmica, las 
quinolonas, difunden pasivamente hacia el 
interior de la célula. Este paso va a ser con- 
trarrestado para las fluoroquinolonas por un 
mecanismo de transporte transmembrana 
protón-dependiente, también llamado de 
expulsión activa, que tiende a devolver las 
moléculas del antimicrobiano, que hayan 
penetrado en el citoplasma, hacia el espacio 
periplásmico o al exterior de la célula, como 
resultado de un proceso dependiente de 
energía en la membrana citoplásmica bacte- 
riana. 

En la figura 5.2 se muestra el mecanismo de 
acción y la estructura propuesta para la mayo- 
ría de los complejos de expulsión activa en 
bacterias gramnegativas. El sistema de trans- 
porte protón dependiente consiste en una 
proteína transportadora específica para cada 
sustrato, enclavada en la membrana citoplás- 
mica, una proteína de canal específica situada 
en la membrana externa y una proteína acce- 
soria que hace de unión entre las dos anterio- 
res y que queda situada en el espacio peri- 
plásmico [345]. 

Se han descrito tres grandes familias de 
proteínas transportadoras protón dependien- 
tes: MF, RND y SMR. En Escherichia coli, 
los sistemas transportadores protón-depen- 
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dientes caracterizados y que confieren resis- 
tencias a múltiples drogas, pertenecen sobre 
todo a la familia MF (proteínas EmrB, Ber, 
EmrD, TetA, TetB y TetE), aunque también 
se han descrito en las familias RND (AcrB, 
AcrF y YhiV) y SMR (EmrB). En Salmonella 
typhimurium se ha caracterizado la proteína 
SmvA y en Salmonella ordonez la TetD, 
perteneciente ambas a la familia MF. En 
Klebsiella pneumoniae se ha caracterizado la 
proteína QacE, perteneciente a la familia 
SMR. En Pseudomonas aeruginosa se han 
caracterizado las proteínas transportadoras 
MexB, MexD y MexF pertenecientes a la 
familia RND y TetC perteneciente a la fami- 
lia MF [346, 370]. 

Aún sin caracterizar o sobre sustrato desco- 
nocido actúan las proteínas transportadoras 
homólogas de la SugE: EcSugE (de E. coli) 
CfSugE (de Citrobacter freundii) y PvSugE 
(de Proteus vulgaris), todas ellas pertene- 
cientes a la familia SMR. 

La proteína EmrB, caracterizada en E. coli, es 
específica principalmente para los sustratos 
CCCP, ácido nalidíxico, tetraclorosalicil- 
anilida, tiolactomicina y organomercuriales. 
Ber, caracterizada en E. coli, es específica 
para biciclomicina y sulfatiazol. 

EmrD, caracterizada en E. coli, es específica 
para desacopladores hidrofóbicos como el 
CCCp. 

TetA, TetB y TetE, caracterizadas en E. coli, 
así como TetC, caracterizada en Pseudomo- 
nas aeruginosa, y TetD, caracterizada en 
Salmonella ordonez, actúan como transporta- 
dores específicos de tetraciclinas. 

AcrB, caracterizada en E. coli, es específica 
para acriflavina, violeta cristal, eritromicina, 
bromuro de etidio, detergentes y decanoato. 

AcrF, caracterizada en E. coli, sirve como 
transportadora para acriflavina, actinomicina 
D y vancomicina [346, 370]. 

EmrE, caracterizada en E. coli, funciona 
como transportadora para cationes monova- 
lentes como bromuro de cetiltrimetilamonio, 
violeta cristal, bromuro de etidio, violeta de 
metilo, tetraciclinas, eritromicina y sulfadia- 
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zina, 

SmvA, caracterizada en Salmonella typhimu- 
rium, es específica para bromuro de etidio y 
violeta de metilo. 

QacE, caracterizada en Klebsiella pneumo- 
niae, tiene el mismo rango de especificidad 
que Smr de $. aureus, es decir para cationes 
monovalentes como bromuro de cetiltrimeti- 
lamonio, violeta cristal y bromuro de etidio 
[346, 3701. 


Otras proteínas transportadoras específicas 
para quinolonas, entre otros agentes, se han 
descrito en especies no pertenecientes a la 
familia de las enterobacterias. Entre ellas 
podemos destacar: 

NorA de Staphylococcus aureus, LfrA de 
Mycobacterium smegmatis y Blt y Bmr de 
Bacillus subtilis, todas ellas pertenecientes a 
la familia MF; Smr de S. aureus, pertenecien- 
te ala familia SMR; y MexB, MexD y MexF 
en Pseudomonas aeruginosa, pertenecientes 
a la familia RND [370]. 


Las proteínas transportadoras de la familia 
SMR no se encuentran asociadas con otras 
proteínas en su labor de expulsión, cosa que 
sí suele ocurrir con las de las familias MF y 
RND. 

Las proteínas transportadoras de la familia 
SMR se encuentran situadas en la membrana 
citoplásmica y actúan extrayendo las molécu- 
las de sustrato desde el interior del citoplas- 
ma y expulsándolas hacia el periplasma. Sin 
embargo las proteínas transportadoras de las 
familias MF y RND se encuentran asociadas 
con otras proteínas, como se puede apreciar 
en la figura 5.2, lo que hace que el flujo del 
sustrato se canalice hacia el exterior celular 
a través de la proteína accesoria periplásmica 
que la une con la correspondiente proteína de 
canal de la membrana externa [346]. 

En concreto, la proteína transportadora EmrB 
está asociada con la proteína accesoria EmrA, 
formando el complejo EmrAB, que a su vez 
está unido a la proteína de canal TolC. 

Del mismo modo ocurre con la proteína 


transportadora AcrB que está asociada con la 
proteína accesoria AcrA, formando el com- 
plejo AcrAB, que a su vez está unido con otra 
proteína de canal TolC. 

La proteína transportadora YhiV está asocia- 
da con la proteína accesoria YhiU, formando 
el complejo YhiUV, que a su vez está unido 
con una proteína de canal desconocida [346, 
370]. 


Los fármacos anfifílicos atraviesan la mem- 
brana externa (a menudo a través de los 
canales de las porinas), y se insertan parcial- 
mente en la bicapa de la membrana citoplas- 
mática. El transportador captura éstas molé- 
culas de fármaco en la bicapa y los bombea 
hacia afuera, atravesando la barrera de la 
membrana externa. Para agentes que cruzan 
rápidamente la membrana de citoplasmática, 
el transportador deberá ser capaz de aceptar 
sustratos provenientes tanto del citoplasma 
corno de la bicapa. 


Sustancia anfitilica * 
Proteína de cana! 
de la membrana externa 


EZZITTTTO 
Membrana ma cr 
Y2ZZZZZZZ Ll 
Proteína accesoria —$. 


SS35 


Transportador de eflujo 


* Las moléculas del fármaco se representan por rectángulos 
blancos y negros. Éste último representa la parte terminal hidrofílica 


Figura 5.2.- Estructura y mecanismo de acción 
de la mayoría de los complejos de expulsión 
activa en bacterias gramnegativas. 


El aumento del transporte transmembrana 
protón-dependiente en mutantes resistentes a 
quinolonas es una causa importante de resis- 
tencia, debido a la disminución de la acumu- 
lación de la droga. 


Si la energía para el transporte transmembra- 
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na o expulsión activa es suministrada por un 
gradiente electroquímico de protones, como 
por ejemplo la fuerza motriz protónica (PMF) 
con que funcionan la mayor parte de los 
sistemas de expulsión activa, un sustrato para 
el transporte de electrones como el lactato o 
el NADH, podría estimular el transporte 
dentro de las vesículas. Este transporte ener- 
gético también podría serinhibido por sustan- 
cias que bloquean el transporte electrónico 
como el cianuro o por agentes que despolari- 
zan la membrana energética como el 2, 
4-dinitrofenol (DNP) o el CCCP. El CCCP 
destruye el gradiente de pH favoreciendo la 
acumulación de las fluoroquinolonas [135, 
203, 348, 383]. 


El ATP también puede estimular el transporte 
en el interior de las vesículas creando PMF 
por la vía F¿F, ATPasa. Los inhibidores de la 
ATPasa, como la N,N”-diciclohexilcarbo- 
diimida o las sustancias que inhiben o destru- 
yen el gradiente electroquímico de protones 
como el DNP o el CCCP, podrían inactivar el 
transporte PMF-dependiente [272]. Sin em- 
bargo, en algunos sistemas de transporte el 
ATP puede actuar directamente sobre el 
transportador de proteínas. En ese caso, la 
captación de la droga dependiente de ATP no 
se ve afectada por inhibidores del transporte 
electrónico o por PMF cuando la captación se 
lleva a cabo mediante sistemas de vesículas 
de membrana [272]. 


El grado de resistencia conferida por el au- 
mento del transporte transmembrana [75] es 
menor que la resistencia causada por una 
mutación gyrA. Sin embargo, el incremento 
en el transporte activo de una droga al exte- 
rior de la célula bacteriana podría contribuir 
notablemente a multiplicar el nivel de CMI 
de la quinolona, frente a una cepa que ade- 
más tenga alguna mutación en la ADN girasa 
y por tanto al fracaso terapéutico. 


Recientemente, se ha evidenciado la existen- 


cia de diferentes sistemas de expulsión activa 
codificados cromosómicamente en diferentes 
especies de enterobacterias como el sistema 
ACrAB en E. coli entre cuyos sustratos se 
encuentran el ácido nalidíxico y otros antimi- 
crobianos como la tetraciclina, el cloranfeni- 
col, la ampicilina, la rifampicina [357] ade- 
más de la acriflavina y otros como la cefaloti- 
na [274, 292, 293, 357] y cuya expresión 
parece jugar un papel importante en mutantes 
con fenotipo de múltiple resistencia a antimi- 
crobianos (mar) de E. coli [357]. En estos 
mutantes se ha descrito recientemente un 
incremento en la expresión de los genes acrA 
y acrB [293] así como que la bomba de 
expulsión activa AcrAB juega un papel 
principal en la resistencia a antibióticos en 
mutantes Mar de Escherichia coli [357]. 
Estos mutantes Mar comparten similitud con 
los mutantes cfxB y nfxB, pero también exhi- 
ben otros cambios en la membrana externa 
además de bajos niveles de la proteína de 
membrana externa OmpF. Es de destacar que 
las cepas que expresan mutaciones tipo norB 
y cfxB tienen muchas similitudes fenotípicas 
con las expresadas en mutaciones que afectan 
a marA. Asimismo, se ha descrito que las 
cepas que tienen mutaciones en marA pueden 
alcanzar altos niveles de resistencia a quino- 
lonas con gran frecuencia, por mutación en el 
locus gyrA, ya que es frecuente en mutantes 
con altos niveles de resistencia a fluoroquino- 
lonas la existencia de múltiples mutaciones 
[64, 75, 101, 140, 162, 216, 217, 218, 312, 
326, 355, 385, 418, 440, 448, 470, 472, 505]. 
De hecho Hooper et al. (1987) [220] encon- 
traron cepas resistentes a quinolonas con 
mutaciones que afectan a la girasa A y ala 
permeabilidad [75, 97, 140, 191, 203, 217, 
297, 329, 385, 418]. Estas mutaciones múlti- 
ples se han descrito en otras especies de 
enterobacterias como Klebsieblla sp, Entero- 
bacter cloacae y Citrobacter freundii [115, 
116, 117, 118, 120, 121, 140, 191, 195, 350, 
483]. 
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Absorción 


Las fluoroquinolonas se absorben de forma 
variable por vía oral; algunas lo hacen de 
forma completa, como pefloxacina, fleroxa- 
cina, trovafloxacina, ofloxacina, levofloxaci- 
na y lomefloxacina, con una gran biodisponi- 
bilidad (mayor del 95%), mientras que cipro- 
floxacina, enoxacina, norfloxacina y grepa- 
floxacina lo hacen de forma incompleta, con 
una biodisponibilidad que oscila entre un 
69% y un 88% [SO, 211, 400]. 


La concentración plasmática máxima se 
consigue entre una y tres horas después de 
una dosis oral. La concentración máxima y el 
área bajo la curva concentración-tiempo 
aumenta en proporción lineal a la dosis, y es 
independiente de la vía de administración. 
Tras la administración de dosis múltiples, no 
existe acumulación significativa de estos 
agentes en suero o en tejidos corporales [2, 
112, 475]. 


La absorción de las fluoroquinolonas puede 
ser interferida por los antiácidos orales que 
contengan sales de aluminio o de magnesio. 
Los alimentos, sobre todo los lácteos, dismi- 
nuyen la absorción oral de todas las fluoro- 
quinolonas [338], alterando la concentración 
máxima [475]. Por ello, las fluoroquinolonas 
deberían ser administradas en ayunas y nunca 
con productos que contengan hierro, magne- 
sio, aluminio o calcio ya que todas estas 
sustancias reducen enormemente la absorción 
oral [338]. La ofloxacina y la trovafloxacina 
[9, 22] son las fluoroquinolonas que menos 
interacción presentan con las sustancias 
mencionadas [153]. 


Distribución 


Las fluoroquinolonas tienen actividad bacte- 
ricida dependiente de la concentración, con 
niveles superiores a su CMÍ, y producen un 
significativo efecto postantibiótico [212]. 


El comportamiento farmacocinético de las 
diferentes fluoroquinolonas varía en la ab- 
sorción y eliminación, y es muy similar en la 
distribución. Esta última, y en relación direc- 
ta con la liposolubilidad de la estructura 
química, condiciona que los niveles tisulares 
sean muy elevados con respecto alos plasmá- 
ticos, incluso en tejidos habitualmente veta- 
dos a otros grupos de fármacos. La distribu- 
ción sigue un modelo tricompartimental 
[475]. Las fluoroquinolonas se concentran en 


el tejido gastrointestinal (especialmente la 


trovafloxacina) [9, 22], en el genitourinario 
(especialmente la esparfloxacina, enoxacina 
y norfloxacina) en el tracto respiratorio (es- 
pecialmente la ciprofloxacina, grepafloxaci- 
na, ofloxacina y levofloxacina). Como con- 
secuencia de las concentraciones que alcan- 
zan en macrófagos y polimorfonucleares, los 
tejidos infectados tienen mayor concentra- 
ción del fármaco que los tejidos normales. 
Las concentraciones de algunas de las fluoro- 
quinolonas son inexplicablemente más bajas 
en embarazadas que en mujeres normales, 
aunque atraviesan la barrera placentaria y se 
concentran en el líquido amniótico. Además, 
en la leche materna las concentraciones 
exceden del 75% de las del suero, dos horas 
después de la administración del fármaco 
[475]. La pefloxacina puede alcanzar concen- 
traciones terapeúticas en el líquido cefalorra- 
quídeo. La unión a proteínas, factor impor- 
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tante para la distribución en los tejidos, oscila 
entre el 14% y el 25% para norfloxacina, 
ofloxacina, pefloxacina y lomefloxacina; es 
del 30% para ciprofloxacina y levofloxacina, 
del 32% para la fleroxacina, del 35% para la 
enoxacina y del 50 % para la grepafloxacina. 
Esta baja proporción es la responsable de su 
fácil penetración en los tejidos. Sin embargo, 
la trovafloxacina [9, 22] y la rufloxacina 
tienen una unión a proteínas plasmáticas de 
un 76 y un 80%, respectivamente, superiores 
a otras fluoroquinolonas [2, 50, 112, 211, 
4001. 


Eliminación: Metabolismo y Excre- 
ción 


La eliminación de las fluoroquinolonas varía 
de unas a otras. En tanto que la pefloxacina 
presenta una metabolización hepática de 85- 
90%, la trovafloxacina es excretada en un 
50% por la bilis sin alterar y en un 43% por 
las heces [2, 9, 22]. La norfloxacina se meta- 
boliza hepáticamente en un 25% y el resto se 
excreta a partes iguales sin metabolizar por la 
orina y las heces. La ofloxacina y levofloxa- 
cina se eliminan por la orina sin metabolizar 
en un 85%, aunque otros autores también 
incluyen la esparfloxacina. La ciprofloxacina 
se excreta en un 60% por la orina sin metabo- 
lizar y el resto sufre un proceso de metaboli- 
zación hepática. La grepafloxacina sufre 
metabolización hepática del 60% y un 27% se 
excreta por vía fecal [2, 50, 112, 211, 400, 
475]. 


La vida media de eliminación de las fluoro- 
quinolonas es en general prolongada, oscilan- 
do entre las 4 horas (ciprofloxacina y norflo- 
xacina), $ horas (temafloxacina, lomefloxaci- 
na y levofloxacina), 11 horas (trovafloxaci- 
na), 7-14 horas (pefloxacina y fleroxacina), 
18-20 horas (esparfloxacina), y 30 horas 
(rufloxacina). Este hecho implica que el 
intervalo de administración debe ser de al 
menos 12 horas. En la insuficiencia renal, la 
concentración máxima y el área bajo la curva 
concentración-tiempo podría aumentar de una 
a diez veces para todas las fluoroquinolonas, 
excepto para la pefloxacina. La hemodiálisis 
elimina una proporción de la dosis de fluoro- 
quinolonas, aunque a pesar del acortamiento 
pasajero de la vida media de eliminación, no 
es necesario incrementar la dosis. Como el 
aclaramiento peritoneal es bajo, el ajuste de 
dosis no es necesario en pacientes con diálisis 
peritoneal ambulatoria continua [2, 112,475]. 


Las propiedades farmacocinéticas varían en 
los ancianos, aumentando la concentración 
máxima y el área bajo la curva concen- 
tración-tiempo, debido a una disminución del 
metabolismo de primer paso (proceso de 
biotransformación en el hígado), a la admi- 
nistración concomitante de medicamentos 
que alteran la motilidad gástrica, así como a 
una menor eliminación renal. Sin embargo, 
no está justificado corregir sistemáticamente 
la dosis en ancianos, debiendo ajustarse 
según el grado de disfunción hepática y renal 
[2, 112, 475]. 
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Las fluoroquinolonas son en general bien 
toleradas pero presentan algunos efectos 
tóxicos peculiares como los articulares y 
neurológicos. La relación de cada uno de 
estos efectos en el conjunto de efectos adver- 
sos que pueden presentar las quinolonas se 
recogen en la tabla 41. 


La toxicidad sobre el cartílago articular, 
descubierto en la investigación en animales y 
común a la totalidad de las fluoroquinolonas, 
ha supuesto que estos fármacos hayan sido 
proscritos cuando existe gestación o incluso 
en edad de crecimiento. No obstante, su uso 
es cada vez más frecuente en niños con infec- 
ciones complicadas [475]. Se han comunica- 
do casos aislados de artralgias, artritis y 
tendinitis en pacientes tratados con las fluo- 
roquinolonas antiguas o recientes, sin que se 
hayan descrito factores predisponentes, de 


Tabla 41. NOTIFICACIONES : 
CON! QUINOLÓN 


2 (13)* | 67 (39) | 64 (32) (155 (29)' 22 (47) | 28(16) | 4(11) 


escasa trascendencia clínica y reversibles al 
suspender el tratamiento[2, 112, 145]. 


La neurotoxicidad ya había sido descrita con 
los primeros componentes de la familia de las 
fluoroquinolonas y, al parecer, está relaciona- 
da con la capacidad de producir un efecto 
antigabérgico. La neurotoxicidad se manifies- 
ta por agitación, depresión, euforia y confu- 
sión mental. En casos aislados se han obser- 
vado alteraciones de la visión, oído, gusto y 
olfato. Suelen aparecer asociados casi siem- 
pre con un factor de predisposición como 
edad avanzada, arterioesclerosis cerebral, 
epilepsia o tumor cerebral. La neurotoxicidad 
no es dosis dependiente y aparece con mayor 
frecuencia con la administración intravenosa, 
incluso después de la primera dosis. Por lo 
tanto, las fluoroquinolonas están contraindi- 
cadas en pacientes con epilepsia y en general 


Gastrointestinal 6 (40) | 50 (29) | 49 (4) 1114Q2) 715 |32(19 | 11(31D) 


S. Nervioso 2 (13) ¡ 26(15) | 32 (16) | 63(12) | 11(23) | 24 (14) 3 (9) 


General 2 (13) 6 (4) 


14(D | 31(6) 1(2) 7(4) 2 (6) 


Psiquiátrico AE) 8 (4) 40(89 | 4(S) | 48(8) 3 (9) 


* Entre paréntesis el porcentaje respecto al total. 


AN = Ácido nalidíxico 


Ofx = Ofloxacina 


AP = Ácido pipemídico 


Enx = Enoxacina 


Nor = Norfloxacina 
Cip = Ciprofloxacina 


Pfx = Pefloxacina 
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en pacientes con lesiones del sistema nervio- 
so central. Se debe evitar el consumo de 
alcohol así como conducir o manejar maqui- 
naria peligrosa, por la pérdida de reflejos que 
pueden provocar [2, 112, 145, 475]. 


La intolerancia digestiva (común al resto de 
los antibacterianos) es poco frecuente y se 
manifiesta con náuseas, vómitos, diarreas, 
pérdida de apetito y dolor abdominal. Estos 
efectos son transitorios y dependiente de la 
dosis, y son raros con la administración 
intravenosa. Si durante o después del trata- 
miento la diarrea es persistente, se debe 
descartar la colitis pseudomembranosa [145]. 


Entre los fenómenos alérgicos se debe desta- 
car la fotosensibilidad, asociada sobre todo al 
uso de norfloxacina, ofloxacina, enoxacina y 
fleroxacina [50, 211, 400, 475] [145]. 


Las reacciones alérgicas cutáneas son muy 
poco frecuentes, suelen ser leves y desapare- 
cen al suspender el tratamiento. Aunque se 
han publicado muy pocos casos de reacción 
anafiláctica después de la primera dosis, las 
fluoroquinolonas están contraindicadas en 
pacientes con historia de hipersensibilidad a 
algún miembro de la familia [145]. 


Se han descrito casos de hipotensión y de 
taquicardia dosis-dependiente. 


En unos pocos casos se ha asociado la terapia 
con fluoroquinolonas a ictericia colestática y 
hepatitis, pero no se ha observado hepatotoxi- 
cidad irreversible. 


La nefrotoxicidad es excepcional; la cristalu- 
ria se ha observado en pacientes que recibie- 
ron dosis altas de norfloxacina o ciprofloxa- 
cina cuando el pH de la orina, que normal- 
mente es ácido, se había elevado a más de 
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7,3, con lo que se redujo la solubilidad de las 
fluoroquinolonas. Como precaución, los 
pacientes deben tomar suficientes liquidos 
para asegurar la diuresis. 


Las dosis moderadas de fluoroquinolonas no 
producen efectos mutagénicos. 


La toxicidad oftalmológica, a pesar de estar 
descrita en animales de experimentación, es 
muy poco frecuente en humanos [2, 112, 145, 
4751. 


La fluoroquinolona más tóxica es la temaflo- 
xacina que fue retirada del mercado en junio 
de 1992, después de la detección de un núme- 
ro elevado de casos de hipoglucemia y de 
procesos graves de hemólisis, la mitad aso- 
ciados a insuficiencia renal y alteraciones 
hepáticas [145]. 


La última quinolona retirada del mercado 
debido a su toxicidad hepática, aunque no 
existe bibliografía al respecto, ha sido la 
trovafloxacina y su profármaco alatrofloxaci- 
na. Fueron autorizadas por la Comisión 
Europea en julio de 1998 y en España se 
comenzó su comercialización en diciembre 
de 1998. Desde que se autorizó su uso en 
Estados Unidos se han producido 152 casos 
documentados de alteraciones hepáticas 
graves, 9 con desenlace fatal o trasplante 
hepático. Debido a la posibilidad de aparición 
de reacciones hepáticas graves e impredeci- 
bles, no pudiéndose identificar medidas 
preventivas, y existiendo alternativas terapéu- 
ticas válidas, el Comité de Especialidades 
Farmacéuticas Europeo ha considerado que el 
balance beneficio/riesgo es negativo, reco- 
mendando la suspensión de autorización de 
comercialización que la Agencia Española 
del Medicamento decidió hacer efectiva a 
partir del 15 de junio de 1999 [125]. 
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Las interacciones con mayor trascendencia 
clínica son las que se producen con antiáci- 
dos, teofilina, fembufeno y warfarina [2, S0, 
112, 211, 400, 475]. 


La absorción gastrointestinal de todas las 
fluoroquinolonas orales disminuye con la 
administración simultánea de antiácidos que 
contengan aluminio o magnesio, y de prepa- 
raciones que contengan calcio, hierro y zinc. 
La disminución de la absorción puede ser de 

"hasta 70 veces. Para evitar este efecto, no se 
deben administrar las fluoroquinolonas hasta 
después de 2 a 4 horas de la administración 
de estos medicamentos. 


La ciprofloxacina, la enoxacina, la pefloxaci- 
na y la tosufloxacina, son inhibidores poten- 
tes de la enzima citocromo P450, responsable 
del metabolismo de las metilxantinas como 
teofilina y cafeína. La administración 


concomitante de fluoroquinolonas puede, 
además de prolongar la vida media de la 
teofilina, elevar la concentración en suero de 
ésta e incrementar sus efectos adversos. Han 
sido publicadas reacciones fatales como fallo 
cardíaco, estado epiléptico e insuficiencia 
respiratoria. La ciprofloxacina, la enoxacina, 
y la norfloxacina producen un aumento de la 
toxicidad de la cafeína, por lo que es aconse- 
jable evitar durante la terapia con estas fluo- 
roquinolonas el consumo de café, té, chocola- 
te y refrescos de cola [145]. 


Algunas fluoroquinolonas como enoxacina, 
norfloxacina y ofloxacina, aumentan a dosis 
altas los efectos de los anticoagulantes orales, 
por lo que se recomienda monitorizar los 
tiempos de coagulación en estos pacientes [2, 
112]. 


$ - INDICACIONES Y USOS 


Las fluoroquinolonas desempeñan un papel 
terapéutico importante en casi todas las 
infecciones. En general son eficaces en cual- 
quiera de los procesos que puedan producir 
algunos de los microorganismos sensibles a 
la acción de estos fármacos [2, 112]. 


En procesos agudos y crónicos otorrinolarin- 
gológicos, en especial en la otitis externa 
maligna, pueden considerarse de indicación 
casi electiva. De igual modo, en la reagudi- 
zación de la bronquitis crónica y de la fibro- 
sis quística y las bronquiectasias. Las infec- 
ciones del tracto urinario, complicadas o no, 
suponen en su conjunto una de las indicacio- 
nes más claras, al igual que las infecciones 


osteoarticulares causadas por bacilos gramne- 
gativos. 


Las infecciones intestinales producidas por 
algunas enterobacterias pertenecientes al 
género Salmonella y Shigella pueden ser 
tratadas con fluoroquinolonas. 


Para el manejo de la fiebre neutropénica, en 
muchos hospitales se utiliza la combinación 
de un aminoglucósido con un B-lactámico 
con actividad antipseudomonas. Sin embargo, 
debido a la nefrotoxicidad producida por esta 
combinación, se han desarrollado nuevas 
fluoroquinolonas para evaluarlas en estos 
pacientes. También pueden ser efectivas para 
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la esterilización selectiva del tracto digestivo 
(por ejemplo, para erradicar la flora aeróbica 
y preservar la flora normal anaeróbica impor- 
tante para la defensa del huésped) y así pre- 
venir la infección en pacientes neutropénicos 
[475]. 


La norfloxacina se utiliza en infecciones del 
tracto urinario, y en la diarrea infecciosa [2, 
112, 338, 475]. La utilización profiláctica de 
las fluoroquinolonas orales es cada vez más 
frecuente. La norfloxacina administrada el 
día después de una intervención quirúrgica 
puede reducir las infecciones urinarias aso- 
ciadas a sondajes [297]. 


La ciprofloxacina fue aprobado para el trata- 
miento por vía oral de las infecciones del 
tracto urinario, infecciones respiratorias (por 
ejemplo, exacerbaciones de bronquitis bacte- 
riana) y neumonías producidas por Haemo- 
philus influenzae y Streptococcus pneumo- 
niae. También se ha utilizado como trata- 
miento de infecciones de la piel y de trans- 
misión sexual como el chancro sifilítico y la 
infección uretral por Neisseria gonorrhoeae, 
diarreas debidas a patógenos susceptibles 
como bacterias del género Salmonella y 
Shigella, y en osteomielitis por Pseudomonas 
aeruginosa. In vitro, la ciprofloxacina es la 
fluoroquinolona más activa frente a Pseudor- 
nonas spp. demostrando tener actividad 
frente a Pseudomonas aeruginosa, Pseudo- 
monas cepacia, Pseudomonas fluorescens, 
Pseudomonas putrefaciens y Pseudomonas 
stutzeri, con una CMI-90 que oscila entre 
0,25 y 4 mg/l [2, 112, 475]. 


Las nuevas fluoroquinolonas penetran bien 
en los tejidos ginecológicos, siendo recomen- 
dadas en la enfermedad inflamatoria pélvica. 
La ciprofloxacina combinada con metronida- 
zol ha producido mejores resultados que la 
combinación cefoxitina-doxiciclina en el 
tratamiento de esta afección [475]. La utili- 
zación profiláctica de las fluoroquinolonas 
orales es cada vez más frecuente; una dosis 


única de 500 mg de ciprofloxacina es tan 
efectiva como un tratamiento de 5 días en la 
profilaxis masiva de portadores en la infec- 
ción por meningococo [297]. 


La ofloxacina es útil para el tratamiento de 
las infecciones del tracto urinario, infeccio- 
nes de la piel e infecciones respiratorias, al 
igual que la ciprofloxacina. También se 
considera apropiada como tratamiento para 
enfermedades de transmisión sexual, aunque 
han aparecido cepas resistentes de Neisseria 
gonorrhoeae. Es tan eficaz como la doxicicli- 
na en erradicar a Chlamydia trachomatis 
administrada por vía oral durante 7 días, 
aunque otros autores consideran a la esparflo- 
xacina más efectiva. 


Asimismo, se ha utilizado en el tratamiento 
de infecciones prostáticas pero no es tan 
eficaz en osteomielitis ni en diarreas. La 
ofloxacina se ha utilizado en infecciones de 
prótesis de cadera y se ha observado que 
produce concentraciones activas frente a la 
mayoría de las bacterias que causan infeccio- 
nes postoperatorias en estos pacientes, 


Algunos estudios han demostrado que la 
combinación de una fluoroquinolona (cipro- 
floxacina u ofloxacina) con piperacilina, es 
más efectiva en el tratamiento de la fiebre 
neutropénica que la combinación de un 
aminoglucósido con un f-lactámico o con 
vancomicina [S0, 211, 400, 475]. 


La lomefloxacina se usa en dosis única diaria 
en infecciones del tracto urinario, exacerba- 
ciones de bronquitis causadas por Haemophi- 
lus influenzae y en la profilaxis de los proce- 
dimientos urológicos en Alemania [475]. 


La enoxacina sólo se utiliza en infecciones 
del tracto urinario y en la gonorrea [475]. 


La temafloxacina se ha utilizado para el 
tratamiento de infecciones del tracto urinario, 
bronquitis bacteriana, neumonías causadas 
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por Streptococcus pneumomae e infecciones 
de la piel. Algunos pacientes tratados con 
temafloxacina desarrollaron hemolisis, trom- 
bocitopenia, insuficiencia renal aguda e 
incluso ha ocasionado la muerte. La inciden- 
cia de eventos tóxicos es de aproximadamen- 
te 1:5.000 a 1:10.000 pacientes, aunque no se 
encontraron complicaciones en 4.000 casos 
sometidos a vigilancia por la "Food and Drug 
Administration” [3381 ni en el estudio de 
2.602 casos de Pernet (1991) [377]. 


La pefloxacina se ha usado en infecciones 
respiratorias, cutáneas, urinarias y óseas. Se 
ha descrito la eficacia de la ciprofloxacina y 
de la pefloxacina en el tratamiento de la 
osteomielitis [208, 215, 236, 338, 450]. 


Se ha demostrado que una dosis única de 800 
mg de pefloxacina produce altas concentra- 
ciones urinarias durante más de 7 días [338]. 
Sin embargo, para infecciones no complica- 
das del tracto urinario en mujeres jóvenes, la 
administración de una dosis única de cual- 
quiera de las fluoroquinolonas podría ser 
efectiva si se usa durante 3 días. La pefloxa- 
cina y la enoxacina atraviesan con más facili- 
dad las meninges inflamadas que la ciproflo- 
xacina y la ofloxacina, y su acción es selecti- 
va frente a Haemophilus influenzae y Neisse- 
ria meningitidis. Sin embargo, en los casos 
de meningitis se siguen usando los antibióti- 
cos B-lactámicos [2, 112, 4751. 


La esparfloxacina es una de las fluoroquino- 
lonas más recientes. Es más activa in vitro 
frente a bacterias grampositivas que la cipro- 
floxacina y la ofloxacina [77]. La esparfloxa- 
cina y la tosufloxacina son los inhibidores 
más potentes de Staphylococcus aureus, con 
una CMI, menor o igual de 0,6 mg/l [147, 
475], siendo más potentes que el imipenem, 
la cefotaxima, la gentamicina y el cotrimoxa- 
zol. La esparfloxacina es la fluoroquinolona 
más activa frente a Streptococcus pneumo- 
niae, Mycobacterium tuberculosis [338, 475] 
y Mycobacterium avium [338]. "También tiene 


excelente actividad frente a Chlamydia tra- 
chomatis [338]. Es la más potente in vitro 
frente a Neisseria spp. y Branhamella catarr- 
halis, con una CML,y menor de 0,015 mg/l. Al 
igual que la lomefloxacina y la tosufloxacina, 
inhibe el crecimiento in vitro de Haemop- 
hilus ducreyi (CML,¿< 0,03 mg/l) [475]. Es la 
fluoroquinolona más activa frente a Legione- 
lla spp. incluyendo Legionella pneumophila. 
Finalmente, la esparfloxacina junto a la 
ciprofloxacina y la tosufloxacina, es la fluo- 
roquinolona más potente frente a Listeria 
monocytogenes. 

La clinafloxacina posee una actividad frente 
a Pseudomonas aeruginosa superior a cipro- 
floxacina. 


8.1 - INDICACIONES EN LA INFANCIA Y CO- 
MO PROFILAXIS QUIRÚRGICA 


Las fluoroquinolonas podrían ser apropiadas 
para el tratamiento de infecciones en niños. 
El uso de la resonancia magnética ha hecho 
posible determinar si las fluoroquinolonas 
producen cambios en el cartílago articular 
como ocurre en perros pequeños. Sin embar- 
go, en cientos de niños tratados no se han 
observado hasta ahora efectos adversos [2, 
112]. Las fluoroquinolonas se pueden usar en 
niños en el tratamiento de exacerbaciones 
bacterianas en la fibrosis quística, infecciones 
del tracto respiratorio superior e inferior 
debidas a Pseudomonas aeruginosa, osteo- 
mielitis debida a ese mismo microorganismo 
o a bacilos aeróbicos gramnegativos, diarrea 
debida a especies del género Shigella y, 
ocasionalmente, para la prevención de la 
meningitis meningocócica [475]. 


Datos recientes sugieren que las fluoroquino- 
lonas como ciprofloxacina, norfloxacina, 
lomefloxacina y ofloxacina son efectivas en 
prevenir infecciones recidivantes o postope- 
ratorias urológicas, colorrectales, biliares y 
ginecológicas [62, 100, 107, 252, 420, 475]. 
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8.2 - USOS EN VETERINARIA Y ALIMENTA- 
CIÓN ANIMAL 


Además de su gran importancia en el consu- 
mo humano, se ha extendido el uso de las 
quinolonas en veterinaria como aditivos a 
piensos, aparte de su indicación en medicina 
animal. 

El empleo de antimicrobianos en animales de 
compañía tiene fines fundamentalmente 
terapéuticos y a veces profilácticos, mientras 
que en los animales productores de alimentos 
también se pueden utilizar como promotores 
del crecimiento añadiéndolos al pienso y al 
agua de bebida de animales destinados a la 
producción de alimentos, en dosis subtera- 
péuticas durante periodos de tiempo relativa- 
mente prolongados. 


Durante los años 1994, 1995 y 1996, el con- 
sumo de quinolonas para uso veterinario, 
supuso el 15% del consumo total de antimi- 
crobianos para uso animal, siendo el volumen 
de ventas, en millones de pesetas [126]: 


1994 


1995 1996 


Quinolonas 
inyectables 


Quinolonas 


orales 962 881 896 


Total (MPts) | 1449 1386 1452 
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El principal efecto peligroso es, desde el 
punto de vista sanitario, el desarrollo de 
resistencias bacterianas, que se pueden exten- 
der de unos microorganismos a otros pasando 
de los animales al hombre, ya que sus ecosis- 
temas bacterianos no están separados. La ruta 
principal por la que pueden transmitirse las 
bacterias resistentes de los animales al hom- 
bre es el contacto directo con los animales 
que están siendo tratados o están consumien- 
do antimicrobianos con el alimento. Pero la 
carne es la que puede representar el mayor 
peligro debido a la contaminación por bacte- 
rias resistentes del contenido intestinal a la 
hora del sacrificio [43, 126, 182, 247]. 

Los países nórdicos han penalizado su utili- 
zación, no así nuestro país ni la mayoría de 
los países desarrollados (la FDA aprueba la 
utilización de enrofloxacina en medicina 
animal en julio de 1998). Habrá que cuestio- 
narse y trazar estrategias que aseguren la 
eficacia terapéutica de estos excelentes fár- 
macos frente a la amenaza de la resistencia 
bacteriana. 
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Las primeras fluoroquinolonas que aparecie- 
ron tenían una actividad limitada frente a 
Streptococcus pneumoniae. Las nuevas qui- 
nolonas, como levofloxacina (Hoechst Ma- 
rion Roussel), esparfloxacina 
(Rhóne-Poulenc Rorer), grepafloxacina 
(Glaxo Wellcome) y, recientemente, trovaflo- 
xacina (Pfizer), han ampliado su espectro con 
una mayor actividad in vitro frente al neumo- 
coco y, además, sobre las cepas de neumoco- 
co con resistencia a la penicilina [241]. Tam- 
bién poseen actividad frente a patógenos 
habituales del tracto respiratorio como Hae- 
mophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, 
Legionella pneumophila, Chlamydia pneumo- 
niae y Mycoplasma pneumoniae. Son activas 
frente a Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia 
trachomatis, Staphylococcus aureus y bacte- 
rias gramnegativas entéricas, al igual que 
poseen actividad frente a anaerobios [1, 50, 
242, 409, 464, 476]. Su aplicación clínica, 
dado su espectro, es muy tentadora en el 
tratamiento de la neumonía adquirida en la 
comunidad. Son de administración única 
diaria y presentan un efecto postantibiótico 
superior al de los macrólidos. La grepafloxa- 
cina y la esparfloxacina no se encuentran 
disponibles para su administración parenteral. 
La trovafloxacina ha sido la última en apare- 
cer en el mercado (Dic-98) y ha sido retirada 
recientemente. La trovafloxacina (CP-99,219) 
es una fluoroquinolona sintética de tercera 
generación, o de cuarta según otros autores, 
que se ha empleado tanto por vía oral como 
intravenosa. Es una 7- (3-azabiciclo (3,1,0) 
hexilnaftiridona. Esta quinolona tiene una 
superior eficacia en comparación con otras 
fluoroquinolonas frente a cocos grampositi- 
vos aerobios y sobre todo en las bacterias 
anaerobias más importantes. La trovafloxaci- 


na posee un sustituyente 3-azabiciclo en C-7 
y un grupo difluorofenilo en posición N-1 
Estas dos características de su molécula 
implican una aportación importante en lo que 
se refiere a su acción antibacteriana in vitro, 
en relación con ofloxacina, ciprofloxacina y 
otras fluoroquinolonas de segunda genera- 
ción. El sustituyente azabiciclo incrementa la 
eficacia sobre cocos grampositivos aerobios. 
El grupo difluorofenilo le confiere su mayor 
actividad frente a las bacterias anaerobias. La 
trovafloxacina se muestra muy activa frente 
a diferentes especies de Streptococcus, así 
como frente a aislamientos de enterococos 
resistentes a vancomicina, ha mostrado una 
actividad muy superior a ciprofloxacina en $. 
aureus resistentes a meticilina. La CML, de 
trovafloxacina fue < 1mg/l frente a cepas de 
$. aureus resistentes a meticilina y frente a 
cepas resistentes a ciprofloxacina. Sin embar- 
go, trovafloxacina y grepafloxacina se han 
mostrado menos activas que ciprofloxacina 
frente a P. aeruginosa, aunque ambas fueron 
más activas que ciprofloxacina frente a aisla- 
mientos clínicos de Burkholderia cepacia y 
Acinetobacter spp. Asimismo, frente a M. 
tuberculosis, trovafloxacina se ha mostrado 
poco activa a diferencia de ciprofloxacina, 
ofloxacina y esparfloxacina [154, 155, 242, 
276]. 

La moxifloxacina, gatifloxacina, y clinafloxa- 
cina se encuentran aún en ensayo clínico de 
fase II. 

La moxifloxacina (BAY 12-8039) es una 
nueva fluoroquinolona de cuarta generación 
que corresponde al ácido 1-ciclopropil-?- 
[(S,S)-2,8-diazabiciclo(4.3.0)non-8-i1]-6- 
fhuoro-8-metoxi-1,4-dihidro-4-oxo-3-carboxí- 
lico. Está estructuralmente relacionada con la 
ciprofloxacina con quien comparte el grupo 
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ciclopropilo en posicion N-1,con BAY 3118, 
en lo que se refiere al grupo diazabiciclo en 
posición C-7, y con la gatifloxacina que 
también posee un radical metoxilo en posi- 
ción C-8. El anillo de ciclopropilo proporcio- 
na un amplio espectro y gran actividad frente 
a bacterias gramnegativas aerobias. El grupo 
metoxilo en C-8 en combinación con el ciclo- 
propano en N-1 incrementa la actividad 
frente a grampositivos pero el responsable de 
esta actividad es el sustituyente diazabiciclo. 
La buena actividad antianaerobia puede 
relacionarse con la presencia del grupo meto- 
xilo en posición C-8. Este radical también es 
responsable de su actividad frente a Myco- 


TABLA 41 .-.QUINOLONAS AUTO 
ESPAÑA 


Ácido Nalidíxico + 


+ 5) Autorizada y comercializada 


bacterium tuberculosis. 


Es una fluoroquinolona de amplio espectro 
que incluye a cepas sensibles y resistentes a 
penicilinas, cefalosporinas, macrólidos y 
ciprofloxacina, cuya actividad frente a deter- 
minadas bacterias ha sido ya comentada en el 
apartado Actividad Antibacteriana y que se 
presenta como una nueva quinolona enfocada 
a las infecciones del tracto respiratorio [49, 


501. 


La utilización de las fluoroquinolonas en 
general se ha incrementado y ocupan el 
cuarto lugar del consumo de antimicrobianos 


y el tercer lugar en cuanto a gasto [412]. 


SY COMERCIALIZADAS [2, 3, 3021. 
USA 
+ 


lEnoxacina + + + 


+ + 


ol 


pág. 153 


O Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004 


BUE) UBJO ap SBUIJed Se7 ap pepisisaun O 


"EUBueo UBJO ep SeuJed se7 ap pepIsisaun O 


BUE) UBJO ap SBUIJed Se7 ap pepisisaun O 


1 - Identificación bacteriana. Valoración de la acumulación de 
Medios de siembra. norfloxacina. Técnica del bioen- 
sayo. 
2 - Estudio de susceptibilidades. 1 - Técnica de obtención de los 
1- Test de dilución en agar. sobrenadantes con norfloxa- 
2 - Test de difusión en agar. cina acumulada por la bacte- 
ria. 


3 - Selección in vitro de colonias re- 2 - Técnica del bioensayo. 


sistentes. 


Valoración del efecto de un inhi- 
bidor del gradiente protónico. 


4 - Estudio de las proteínas de mem 
brana externa. 


1 - Extracción. : 
2 - Cuantificación: Método de Estudio de detección de mutacio- 


Lowry. nes en la ADN-girasa y topoiso- 
3 - Separación: Electroforesis merasa IV. 
en geles de poliacrilamida. 
4- Desecación de geles de po- 10 - Estudio de los cambios morfoló- 
liacrilamida. gicos mediante tinción de gram. 
5 - Estudio de densitometría. 11 - Caracterización de las 
B-lactamasas. 
1 - Obtención de los extractos 
enzimáticos crudos. 


6 - Estudio de los lipopolisacáridos 
de la membrana externa. 
1 - Extracción. 
2- Resolución: Electroforesis 
en geles de poliacrilamida. 
3 - Tinción de plata. Técnica de 12 - Estudio estadístico. 
Tsai y Frash. 


2- Valoración. 
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6.1.1 -MEDIOS DE IDENTIFICACIÓN 


Sistema API 20 E 


El sistema API 20 E se utiliza para la identi- 
ficación de bacilos gramnegativos que perte- 
nezcan a la familia Enterobacteriaceae. Está 
compuesto por 20 microtubos que contienen 
medios de cultivo en forma deshidratada. 


En primer lugar, se reparte unos 5 ml de agua 
destilada estéril en los tubos de una cámara 
de incubación y se deposita la galería API 20 
E en su interior. Posteriormente, se realiza 
una suspensión bacteriana, con una o varias 
colonias iguales, en 5 ml de suero salino 
estéril, hasta alcanzar una turbidez igual al 
patrón 0,5 de MacFarland. A continuación, se 
llenan los cuerpos de los microtubos de la 
galería API20 E con la suspensión bacteriana 
recién preparada. Se deberán rellenar también 
las cúpulas de los microtubos rotulados con 
CIT, VP y GEL Ccitrato sódico, piruvato 
sódico y gelatina de Kohn). Asimismo, habrá 
que rellenar con aceite de parafina estéril las 
cúpulas de los microtubos rotulados con 
ADH, LDC, ODC, URE y SB, (arginina, 
lisina, ornitina, urea y tiosulfato sódico), para 
obtener anaerobiosis. El test n” 21 correspon- 
de ala prueba de la citocromo oxidasa, que se 
realiza mediante tiras comerciales (DIFCO), 
dando lugar a un color azul oscuro cuando la 
reacción es positiva. 

La galería se incuba a 37 "C durante 18 a 24 
horas, se revela con los reactivos adecuados 
según la tabla de lectura y se identifica el 
microorganismo por comparación con las 
Tablas de Identificación. 


6:1.2- MEDIOS DE SIEMBRA 
6.1.2.1 - Medios de agar 


AGAR DE INFUSIÓN DE CEREBRO Y CORA- 
ZÓN EN PICO DE FLAUTA. 


La composición del medio, en gramos por 
litro de agua destilada, es la siguiente: 


=== 
AGARDE INFUSIÓN DE CEREBRO Y 
CORAZÓN EN PICO DE ELAUTA 


i 
| 
Infusión de cerebro de ternero .. 200 g 
Ej 


Infusión de corazón de vaca ... 2508 
Proteasa peptona .......o..ooo.. 10g 
DEXITOSA eno 22 
Cloruro sÓdICO .....ooooooo mo... Sg 
Fosfato disÓdicO ............ 258 
AN 15 g 


(Suministrado por DIFCO) 


Se utilizó como medio de conservación de las 
cepas durante un periodo de tiempo de 1 a 2 
meses a una temperatura de 4-8 *C, Se resus- 
pendieron 52 g del medio deshidratado por 
litro de agua destilada y se calentaron hasta 
su total disolución. Se repartieron en cantida- 
des alícuotas de 10 ml en tubos de cierre 
hermético y se esterilizaron en autoclave a 
121 *C durante 15 minutos. A cada tubo con 
los 10 ral de medio de cultivo, aún sin solidi- 
ficar, se le añadió una concentración subinhi- 
bitoria de ceftazidima, lomefloxacina o nor- 
floxacina, según el mutante que se desease 
preservar. Posteriormente, se situaron sobre 
una superficie inclinada para que tomaran 
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forma en pico de flauta hasta que el medio 
solidificó. Cada uno de los diferentes tubos 
preparados se inoculó con una colonia de 
cada uno de los mutantes (provenientes de un 
cultivo previo de 24 horas crecido en medio 
con antimicrobiano). Los tubos inoculados se 
mantuvieron a 37 *C, durante 18-24 horas. 
Una vez crecidas las cepas, se guardaron a 
una temperatura de 4*C, 


AGAR DE MACCONKEY 


La composición del medio, en gramos por 
litro de agua destilada, es la siguiente: 


AGAR DE MACCONKEY 


o A TE 
Proteasa peptona ...ooooommanmoo E 
Lactosa Ls 10 


¿Cloruro:sÓdicO:.... ... 
- Rojo Mentro io...coo. 
Cristal violetd ooo a 


pH 7,1a25% 


(Suministrado por DIFCO) : | 


El agar de MacConkey es un medio selectivo 
diferencial de cultivo en el que los organis- 
mos no fermentadores de la lactosa forman 
colonias incoloras y transparentes [24]. 

Este medio se utilizó en placas de Petri estér- 
les de 10 cm de diámetro. En algunos casos 
se incorporaron al medio concentraciones 
subinhibitorias del antimicrobiano de selec- 
ción, para preservar las cepas mutantes, 

El medio se preparó disolviendo 30 gramos 
del medio deshidratado por litro de agua 
destilada, calentándolo hasta su completa 
disolución y esterilizándolo en autoclave a 
121 “C durante 15 minutos. Posteriormente se 


dejó enfriar en un baño maría hasta los 50 *C. 
Entretanto se incorporaron, en su caso, a las 
placas de Petri las disoluciones de antibióti- 
co, necesarias para preservar las cepas mutan- 
tes. Finalmente se distribuyó el medio en 
dichas placas de cultivo y se dejaron solidifi- 
car sobre una superficie horizontal nivelada. 


AGAR DE MUELLER HINTON 


La composición del medio, en gramos por 
litro de agua destilada, es la siguiente: 


"7 ¡AGARDEMUELLER HINTON 


Infusión de came.de vacá....... 3008 
A 


 pH73225*C 


_ (Guministrado por DIFCO) 


Es un agar enriquecido utilizado como medio 
de elección para realizar pruebas de sensibili- 
dad a los antimicrobianos [24]. 

El medio se preparó disolviendo 38 gramos 
de dicho medio deshidratado por litro de agua 
destilada y calentándolo hasta su completa 
disolución. Se esterilizó en autoclave a 121 
*C durante 15 minutos. Finalmente se distri- 
buyeron volúmenes fijos y determinados del 
medio en placas de Petri estériles y se deja- 
ron solidificar sobre una superficie horizontal 
nivelada. 
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6.1.2.2 - Caldos de cultivo 


MEDIO ANTIBIÓTICO N* 3 


La composición del medio, en gramos por 
litro de agua destilada, es la siguiente: 


MEDIO ANTIBIÓTICON3,. 
| Extracto de carne de vaca ..... 158 
. Extracto de levadura ......... ASg 
MS Sg 
| y lg 
Cloruro SÓJICO .....o..oo.o.ooo.. 3,5 g 
Fosfato dipotásico .......... 3,68 g 
Fosfato monopotásico ....... 1,32 g 

pH 720/05 a 25% 
(Suministrado por DIFCO) 


Este medio fue utilizado en la obtención de 
los extractos de lipopolisacáridos y proteínas 
de membrana externa. 

El medio se rehidrató disolviendo 17,5 gra- 
mos del medio deshidratado por litro de agua 
destilada. Se distribuyó en matraces o en 
tubos y, finalmente, se esterilizó en autoclave 
a 121 *C durante 15 minutos. 


INFUSIÓN DE CEREBRO Y CORAZÓN 


El caldo de cerebro y corazón es un medio 
líquido de enriquecimiento [24]. Se preparó 
disolviendo 37 gramos del medio deshidrata- 
do por litro de agua destilada. Fue distribuido 
en tubos o en matraces y se esterilizó en 
autoclave a 121 *C durante 15 minutos. 

La composición del medio, en gramos por 
litro de agua destilada, es la siguiente: 
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Infusión de:cereb o ¡déstemero o 2008 
Infusión:de corazón de vaca .... 250 g 


Proteasagpeptona .......... o 108 

DEMOS rr Y 

Cloruro sÓdICO ..v.o...... e 

Fosfato dISÓÑICO ..o.o.oooooooo.. 2 
pH 7,4 0,2125 


(Suministrado por DIFCO) 


CALDO DE MUELLER HINTON 


La composición del medio, en gramos por 
litro de agua destilada, es la siguiente: 


CALDO DE MUELLER HINTON 


BÁO-uASO coccion 17,58 


p47,320,1a 25% 


(Suministrado por DIFCO) 


Se utiliza para determinar la susceptibilidad 
antimicrobiana de microorganismos aeróbi- 
cos por el método de dilución [24]. Se prepa- 
ró disolviendo 21 gramos del medio deshidra- 
tado por litro de agua destilada. Fue distribui- 
do en matraces o en tubos y se esterilizó en 
autoclave a 121 *C durante 15 minutos. 
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CALDO DE MUELLER HINTON CON 15% DE 


GLICEROL 


La composición del medio, en gramos por 
litro de agua destilada, es la siguiente: 


* Infusión de carne de vaca ../ 
- Bio-case ; 


ON 6.08 mg/l 


p47,301225C 
Glicerol al 15%. 


(Suministrado por DIFCO) o 


Antimicrobianos 
Ácido nalidíxico 
Ácido pipemídico . . 


Ampicilina 


Bencilpenicilina ... 


Cefazolina 
Cefotaxima 
Cefixima 


Cefpiroma 
Ceftazidima 


Ceftizoxima 


Ceftriaxona 


Ciprofloxacina .... 


Cloranfenicol 
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Prodes 
Prodes 
Normon 
Beecham 
Sigma 
Normon 
Hoechst 
Merck 
Beecham 


Merck, Sharp é 
Dohme 


Hoechst 

Glaxo 

Smith, Kline £ 
French 

Roche 

Bayer 
Parke-Davis 


Es utilizado como medio de conservación de 
las cepas. Se resuspendieron 21 gramos del 
medio deshidratado por litro de agua destila- 
da. Le fue añadido un 15% de glicerol y se 
esterilizó en autoclave a 121 *C durante 15 Normon 
minutos. El medio se repartió en tubos Ep- . Merck, Sharp $ 
pendorf estériles y se inocularon con 100-200 Dohme 

ul del cultivo fresco de 24 horas que se obtu- G,D Searle $: Co 
vieron sembrando cada cepa en tubo con 


Discos estériles ...  Difco 


Rhone-Poulenc 


Esparfloxacina .... Rorer 


Gentamicina 


Lomefloxacima .... 
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caldo de Mueller Hinton. Se congelaron a -70 


*C [11, 24, 169]. 


Meropenem 
Mezlocilina 
Netilmicina 


Norfloxacina 


Zeneca Farma 
Bayer 
Schering-Plough 
Merck, Sharp é 


Dohme 
Ofloxacina Roussel 
Temafloxacina .... Abbott 
Tetraciclina 


A continuación, en la tabla 42, se detallan los 
antimicrobianos utilizados en este estudio y 
las casas comerciales correspondientes (dele- 
gaciones españolas), en tanto que en la tabla 
43 se relacionan los reactivos utilizados en 
este estudio. 


Beecham 
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_ —Reaietivos 


Ácido acético 

Ácido cítrico 

Ácido etilen-diamino-tetraacético (EDTA) 
Ácido peryódico 

Acrilamida 

Albúmina de suero bovino (BSA) 
Almidón soluble 

Azul Brillante (Brilliant blue R250) 

Azul de bromofenol 

Carbonato sódico 


Carbonilcianuro m-clorofenilhidrazona (CCCP) 


Cloruro sódico 

Etanol 

Fenilmetilsulfonilfluoruro (PSMF) 
Formaldehído 37% 

Fosfato de sodio dibásico 

Fosfato de sodio monobásico 
Glicerol 

Glicina 

Glutaraidehído 

Hidróxido amónico 

Hidróxido sódico 
2-mercaptoetanol 

Metanol 
N,N'-metilenbisacrilamida 

Nitrato de plata 

Persulfato amónico 

Proteinasa K 

Reactivo de Folin 

Sarkosyl (N-lauroilsarcosinato sódico) 
SDS (dodecil sulfato sódico) 
Sulfato cúprico 

Tartrato sódico 

N,N NN -tetrametiletilendiamina (TEMED) 
Trizma base 

Trizma HCl 

Yodo 

Yoduro potásico 

Urea 
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“Laboratorio 
Panreac 
Aldrich 
Sigma 
Panreac 
Sigma 
Sigma 
Analar 
Sigma 
Aldrich 
CID. 
Sigma 
Merck 
Panreac 
Sigma 
Sigma 
Merck 
Merck 
Merck 
Sigma 
Fluka 
Sigma 
Merck 
Sigma 
Panreac 
Sigma 
Panreac 
Sigma 
Sigma 
Sigma 
Sigma 
Sigma 
MB 
Carlo Erba 
Sigma 
Sigma 
Sigma 
Sigma 
Sigma 
Sigma 
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Esta prueba se utiliza para determinar la 
concentración mínima inhibitoria (CMD) que 
se define como la concentración mínima de 
un agente antimicrobiano necesaria para 
inhibir el crecimiento del microorganismo 
que se ensaya. 


Las diferentes concentraciones de cada anti- 
microbiano empleado se obtuvieron a partir 
de una solución inicial con una determinada 
concentración que se puede representar por 2” 
ó 1/2” (siendo n un número entero). Á conti- 
nuación se realizó una dilución seriada cuyo 
factor de dilución fue de 1/2. El agar de 
Mueller Hinton, una vez esterilizado, se dejó 
enfriar en un baño maría hasta los 50 *C. 
Entretanto se incorporaron a las placas de 
Petri estériles las distintas diluciones del 
antimicrobiano. Finalmente se distribuyó el 
medio en dichas placas de cultivo y se deja- 
ron enfriar y solidificar sobre una superficie 
horizontal nivelada. Una vez solidificado el 
agar, las placas se guardaron a 4 "C un máxi- 
mo de 5 días antes de ser inoculadas con las 
distintas cepas. 


Para la preparación de los inóculos se esco- 
gieron una o varias colonias iguales de un 
cultivo de 24 horas en agar de MacConkey y 
se diluyeron en 5 ml de suero salino estéril, 
ajustando la turbidez de la solución a la del 
patrón n* 0,5 de la escala de sulfato de bario 
de MacFarland, correspondiendo esta turbi- 
dez a un inóculo de 1,5x10% UFC/ml. 


Las placas de agar con y sin antimicrobiano, 
utilizadas como control, fueron inoculadas 


con el replicador de Steer, depositando en 
cada uno de los 32 inóculos una cantidad 
final aproximada de 5x10* UFC/ml. Las 
placas se inocularon en orden creciente de 
concentración de antimicrobiano. 


Se siguió el método recomendado por el 
National Committee for Clinical Laboratory 
Standards [336, 493]. 


La interpretación de las CMÍs estándar se 
realiza conforme a la tabla siguiente (tabla 
44) excepto para los antimicrobianos lome- 
floxacina, temafloxacina, esparfloxacina, 
cefpiroma y cefuroxima. Para interpretar las 
CMls de lomefloxacina, temafloxacina y 
esparfloxacina se tomó como referencia la 
CMI de la ciprofloxacina; en tanto que para 
la interpretación de la CMI de la cefpiroma y 
de la cefuroxima se tomaron como referencia 
las CMIs de las cefalosporinas de cuarta 
generación y la CMI de la cefoxitina respecti- 
vamente. 


Se utilizaron las siguientes cepas control: 


Escherichia coli ATCC 25922, Citrobacter 
diversus T CCUG 14559, Citrobacter freun- 
dii T NCTC 9750, Klebsiella pneumoniae 
spp. pneumoniae ATCC 10031, Enterobacter 
cloacae T ATCC 13047, Enterobacter cloa- 
cae NCIB 12091, Enterobacter aerogenes T 
DSM 30053, donadas por el profesor Federi- 
co Uruburu, Colección Española de Cultivos 
Tipo, Valencia; y las cepas Escherichia coli 
JF703 (deficiente en la porina E), Escherichia 
coli JF699 (deficiente en la porina A) y 
Escherichia coli KL16 suministradas por el 
Dr. L. Derlyn, Genetic Center, United States 
of America). 
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eS Antimicrobiano Epa Resistente. E 
Ácido nalidíxico 
Amikacina 
Azlocilina 
Cefalotina 
Cefazolina 
Cefixima 
Cefotaxima 


Cefoxitina 


Ceftazidima 
Ceftizoxima 
Ceftriaxona 


Cefuroxima 


¡| Ciprofloxacina 
Cloranfenicol 
Gentamicina 
Imipenem 
Mezlocilina 
Netilmicina 
Norfloxacina 
Ofloxacina 
Tetraciclina 


Ticarcilina 


16 
16 
64 
8 
8 
1 
8 
e) 
8 
8 
8 
8 
1 
8 
4 
4 
64 
8 
4 
2 
4 
64 
4 


Tobramicina 
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Este ensayo se utilizó para establecer si una 
cepa concreta es sensible o resistente a un 
determinado antimicrobiano. La cepa bajo 
estudio se aplicó a partir de un cultivo en 
medio líquido, mediante la técnica de barrido 
de la placa con un hisopo impregnado en 
dicho medio líquido. Los antimicrobianos se 
aplicaron en forma de discos de papel de 
filtro secos. Cuando éstos se dispusieron en 
la placa de agar inoculada, el disco seco 
absorbió parte del agua del agar contenido en 
la placa y la droga se disolvió difundiendo 
libremente en el medio, creando un gradiente 
de concentración de la droga infiltrada en el 
agar que rodea cada disco. Las placas sem- 
bradas previamente a este procedimiento, con 
una determinada cepa, no presentaron creci- 
miento en aquéllas zonas en las que la con- 
centración del antimicrobiano fue igual o 
mayor a la concentración mínima inhibitoria 
para dicha determinada cepa. 


El medio de cultivo utilizado fue el agar de 
Mueller Hinton y se siguió el método reco- 
mendado por el National Committee for 
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) 
[337]. 


Para la preparación de los inóculos se esco- 
gleron una o varias colonias iguales de un 
cultivo de 24 horas en agar de MacConkey y 
se diluyeron en 5 ml de suero salino estéril, 
ajustando la turbidez de la solución a la del 
patrón n? 0,5 de la escala de sulfato de bario 
de MacFarland. 


Se utilizaron las siguientes cepas control: 


Escherichia coli ATCC 25922, Citrobacter 
diversus T CCUG 14559, Citrobacter freun- 
dii T NCTC 9750, Klebsiella pneumoniae 
spp. pneumoniae ATCC 10031, Enterobacter 
cloacae T ATCC 13047, Enterobacter cloa- 
cae NCIB 12091, Enterobacter aerogenes T 
DSM 30053, donadas por el profesor Federi- 
co Uruburu, Colección Española de Cultivos 
Tipo, Valencia; y las cepas Escherichia coli 
JF703 (deficiente en la porina E), Escherichia 
coli JF699 (deficiente en la porina A) y 
Escherichia coli KL16 suministradas por el 
Dr. L. Derlyn, Genetic Center, United States 
of America). 


Para inocular el agar se utilizó un hisopo 
estéril humedecido en la suspensión bacteria- 
na, impregnando de forma homogénea todo el 
agar. Pasados unos 15 minutos se dispusieron 
los discos de antimicrobiano y tras unos 30 
minutos a temperatura ambiente, para permi- 
tir la difusión del antimicrobiano, se incubó 
durante 16 a 18 horas a 37 “C [337, 4931. 


Se midieron los halos en los que no había 
crecimiento bacteriano y las medidas se 
interpretaron de acuerdo con las recomenda- 
ciones del NCCLS que se detallan a conti- 
nuación en la tabla 45 [337]. 


Los discos estériles con antimicrobiano 
fueron suministrados por DIFCO, a excep- 
ción de los discos de esparfloxacina, lomeflo- 
xacina y temafloxacina, que se prepararon a 
partir de soluciones de dichos antimicrobia- 
nos con una concentración de 250 mg/l, 
dispensándose 20 ul (3 ug) en cada disco 
estéril sin antimicrobiano (DIFCO). 
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' Antimicrobiano 


| Ácido nalidíxico 
Arnikacina 
Ampicilina 
Azlocilina 
Cefazolina 
Cefixima 
Cefotaxima 
Cefoxitina 
Ceftazidima 
Ceftizoxima 
Ceftriaxona 
Cefuroxima 
Ciprofloxacina 
Cloranfenicol 
Cloxacilina 
Esparfloxacina 
Gentamicina 
Imipenem 
Kanamicina 
Lomefloxacina 
Mezlocilina 
Netilmicina 
Norfloxacina 
Ofloxacina 
Temafloxacina 
Tetraciclina 
Ticarcilina 


Tobramicina 


¡ Concentración -. 
“por disco: 
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Sensible 
> O mm 


O Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004 


CAPÍTULO 6: MATERIAL Y MÉTODOS 


A un grupo de 125 cepas, de las aisladas por 
el Servicio de Microbiología del Hospital 
Insular de Las Palmas de Gran Canaria, se les 
realizó un estudio de susceptibilidades me- 
diante pruebas de dilución en agar, frente a 
16 antimicrobianos diferentes. De dicho 
grupo se seleccionaron 18 cepas de tal modo 
que cumplieran siempre la condición de que 
la CMI de cualquier fluoroquinolona o de la 
ceftazidima, frente a estas 18 cepas, fuera 
como mínimo $ veces inferior a las CMIs 
consideradas como valores de resistencia 
para cada uno de estos antimicrobianos. 


Se prepararon placas con antimicrobiano a 
una concentración 2, 4 y 8 veces el valor de 
la CMI, y se sembró la cepa de la que quería- 
mos obtener mutantes resistentes. Las cepas 
a estudiar se sembraron en el medio líquido 
infusión de cerebro y corazón, y a las 18-24 
horas de incubación se hicieron diluciones 
seriadas 1/10 en 8 tubos preparados de solu- 
ción salina fisiológica estéril. De las suspen- 
siones bacterianas resultantes de las dilucio- 
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nes 1/10*, 1/10” y 1/10% se extendieron 100 1 
en placas de medio sin antimicrobiano con 
objeto de realizar el contaje de colonias para 
calcular el número de UFC/m] presentes en el 
inóculo origen. Asimismo, y para continuar 
con la selección, del inóculo origen de 24 
horas de incubación se extendieron 100 ul en 
nuevas placas con una mayor concentración 
de antimicrobiano. 


El medio utilizado para las placas fue el 
medio de agar de Mueller-Hinton. Las colo- 
nias que crecieron tanto en el agar con anti- 
biótico como en el agar sin antimicrobiano se 
contaron a las 24, 48 y 72 horas. 


La frecuencia de selección se calculó median- 
te la relación entre el número de colonias 
desarrolladas en las placas con antimicrobia- 
no y las desarrolladas en las placas sin anti- 
biótico, teniendo en cuenta las diluciones 
realizadas [428]. 
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6.4 - ESTUDIO DE La 


La extracción de proteínas de membrana 
externa se realizó según el método de Sawai 
et al (1982) [430] pero con algunas modifica- 
ciones que se describen a continuación: 


A partir de un litro de cultivo bacteriano de 
cada cepa en Medio Antibiótico n* 3, se 
realizó la extracción de las membranas exter- 
nas correspondientes que fueron purificadas 
tratándola con Sarkosyl (N-lauroilsarcosinato 
sódico). El extracto de membranas externas 
se resuspendió en 4,5 ml de Trizma HCl 30 
mM (pH 8) conteniendo un 20% de Sarkosyl 
e incubándolo a 37 "C durante 60 minutos. La 
suspensión fue centrifugada a 45.000 x g 
durante 60 minutos a 4 *C. El sedimento fue 
resuspendido en agua bidestilada estéril y 
fría, obteniéndose con este procedimiento los 
extractos conteniendo las proteínas de la 
membrana externa bacteriana [139, 430]. 


En 1951 Lowry comenzó a utilizar el reactivo 
de Folin-Ciocalteu para la cuantificación de 
proteínas empleado generalmente para detec- 
tar grupos fenólicos. Este reactivo detecta los 
residuos de tirosina debido a su naturaleza 
fenólica, aunque su sensibilidad se mejora 
añadiendo ¡ones de cobre. 


Para establecer la relación entre la absorban- 
cia y la concentración de proteína se realiza 
una curva de calibrado con un patrón realiza- 
do mediante una dilución seriada y a partir 


de concentraciones conocidas de albúmina de 
suero bovino (BSA). 

La composición del reactivo de cobre alcali- 
no utilizado en el método de Lowry es la 
siguiente: 


Sulfato cúprico - 5H,0 
Tartrato sódico 


Realización 


Se mezclan 0,5 ml de reactivo de cobre alca- 
lino con 0,5 mi de la muestra y se dejan 
reaccionar durante 10 minutos. Se añaden 
1,5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu al 10%, 
se mezclan bien y se dejan reaccionar durante 
30 minutos. Por último se mide la absorban- 
cia a 740 nm [193, 210]. 


La electroforesis en geles de poliacrilamida 
en presencia de dodecil sulfato sódico (SDS) 
es la técnica más efectiva para examinar el 
perfil polipeptídico de fracciones subcelula- 
res. 


Se utilizó una cubeta de electroforesis verti- 
cal de Techware. El gel se preparó siguiendo 
la técnica de Ames (1973), con modificacio- 
nes en la composición, mediante una combi- 
nación de las descritas por Laemmh (1970) 


O Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004 


CAPÍTULO 6: MATERIAL Y MÉTODOS 


'[266], Neville (1971) y Lugtenberg (1975) 
[291]. 


Las soluciones tampón de diferente pH (siste- 
ma discontinuo) utilizadas para el gel supe- 
rior y el gel inferior proporcionan una buena 
resolución. En el gel superior se consigue un 
rápido movimiento iónico y las proteínas son 
comprimidas mediante este movimiento en 
una delgada banda al mismo tiempo que 
entran en el gel inferior o de separación, en el 
cual se retarda el movimiento por las propie- 
dades filtrantes del gel. 


La separación de las proteínas de membrana 
externa se llevó a cabo tanto en geles de 
poliacrilamida con una concentración del 
10% de acrilamida y 0,33% de metilen-bisa- 
crilamida, más dodecil sulfato sódico, como 
en geles de poliacrilamida con una concen- 
tración del 10% de acrilamida con dodecil 
sulfato sódico y urea 6 M, excepto para la 
separación las proteínas de membrana exter- 
na de Klebsiella pneumoniae que lo fueron 
en geles de poliacrilamida con una concen- 
tración del 11% de acrilamida y 0,55% de 
metilen-bisacrilamida. La polimerización de 
los geles se llevó a cabo mediante la presen- 
cia de persulfato amónico al 10% y TEMED 
'[188, 266, 291]. 


Una cantidad de 10-20 ug de proteínas del 
extracto se desnaturalizó, mediante calor, en 
una solución reguladora conteniendo Trizma 
HCI1 0,5 M a pH 6,8; B-mercaptoetanol al 5% 
'[192] y azul de bromofenol al 0,002%. Tras 
la desnaturalización de las proteínas se carga- 
ron muestras en los pocillos del gel. 


Se utilizaron las siguientes cepas control: 

Escherichia coli ATCC 25922, Citrobacter 
diversus T CCUG 14559, Citrobacter freun- 
dii Y NCTC 9750, Klebsiella pneumoniae 
spp. pneumoniae ATCC 10031, Enterobacter 
cloacae Y ATCC 13047, Enterobacter cloa- 
cae NCIB 12091, Enterobacter aerogenes Y 
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DSM 30053 (donadas por el profesor Federi- 
co Uruburu, Colección Española de Cultivos 
Tipo, Valencia); y las cepas Escherichia coli 
JF703 (deficiente en la porina E), Escherichia 
coli JF699 (deficiente en la porina A) y 
Escherichia coli KL16 (suministradas por el 
Dr. L. Derlyn, Genetic Center, United States 
of America). 


La electroforesis se llevó a cabo a temperatu- 
ra ambiente usando una corriente constante 
de 25 a 30 miliamperios por gel. El paso de 
corriente se detuvo cuando el frente llegó a 1 
cm del borde inferior del gel. 


La tinción se realizó con Azul Brillante R- 
250 (Sigma) [266, 291]. 


Se lavó el gel desteñido 3 veces durante 15 
minutos en agua desionizada. A continuación, 
se añadió la solución de secado (glicerol al 3 
%) agitando suavemente durante 15-20 minu- 
tos. 


Se incorporaron dos piezas de celofán por gel 
a la solución de secado y, después de 20 
segundos, se colocó una de las piezas de 
celofán sobre el marco de desecado evitando 
que se formaran burbujas. Sobre la pieza de 
celofán se colocó el gel después de haberle 
cortado los bordes irregulares. A continua- 
ción, se incorporó la segunda pieza de celo- 
fán sobre el gel, evitando que se formaran 
burbujas y alisando la superficie con cuidado 
para no dejar arrugas. Después de drenar-el 
exceso de solución, se colocaron el marco de 
plástico y las pinzas. Se dispuso el montaje 
sobre un soporte para el secado durante 48 
horas. Una vez seco, se despegó del soporte 
y se recortó el exceso de celofán [188]. 
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Los geles de poliacrilamida con los perfiles 
electroforéticos de proteínas fueron digitali- 
zados mediante un escáner Mustek MES 
120008P a una resolución de 600 ppp y una 
profundidad de 256 niveles de gris para 
conseguir un archivo gráfico que fue obteni- 
do, guardado y tratado con el programa de 
gráficos Micrografx Picture Publisher. 


Dicho archivo gráfico se utilizó como entrada 
para el programa Band Leader ("Ma'ayan 
Aharoni by Magnitec Ltd.), el cual puede 
generar tanto un gráfico de intensidades 
densitométricas como un archivo de datos 
con dichos valores de densitometría. Estos 
archivos de datos densitométricos se han 
importado en la hoja de cálculo Excel 97 de 
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Microsoft, la cual puede generar tanto un 
gráfico de intensidades densitométricas más 
detallado como realizar un tratamiento esta- 
dístico de datos. Una muestra del archivo 
gráfico en Excel y su resolución puede verse 
en la figura 8.13 


Posteriormente, con los datos aportados por 
tres mediciones densitométricas sobre cada 
proteína mayor en tres geles diferentes, se 
han calculado los valores densitométricos 
medios, los cuales se expresan en la tabla 67, 
tomando como referencia (100%) los valores 
presentados por las correspondientes cepas 
origen. 
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Para poder determinar los perfiles de los 
lipopolisacáridos en extractos crudos de 
enterobacterias se adaptó el método de Hit- 
chcock y Brown (1983). 


Se realizó de la siguiente manera: 


1) Las cepas se sembraron en 10 ml de 
medio líquido Antibiótico n” 3 y se incubaron 
en agitación continua una noche a 37 *C, 


2) Se inocularon volúmenes de 1 mien 9 ml 
del mismo medio incubándose a 37* C duran- 
te 4 horas. 


3) Se centrifugaron volúmenes de 1,5 ml, a 
10.000 x g durante 1 minuto, en una centrífu- 
ga de tubos Eppendorf. 


4) Se desecaron los sedimentos con un 
papel de filtro y se resuspendieron en 75 ul 
de buffer de solubilización que contiene: 


Dodecil sulfato sódico (SDS) .. 
2-mercaptoetanol 
Glicerol 


Trizma HCl 1 M; pH= 6,8 c.s.p.100 ml 


La suspensiones se calentaron a 100 *C du- 
rante 10 minutos. 


5) Se añadieron 50 ug de proteinasa K 
disueltos en 15 ¡ul de buffer de solubilización 
a cada microtubo con las suspensiones y se 
mantuvieron una noche a 55 *C. 


6) Se congelaron a -20 *C hasta su utiliza- 
ción [288, 309]. 


La electroforesis en geles de poliacrilamida 
con dodecil sulfato sódico (SDS-PAGE) se 
ha utilizado ampliamente para el estudio de 
lipopolisacáridos y otras estructuras de la 
superficie bacteriana. La separación por el 
sistema discontinuo ha demostrado ser útil 
para la separación de los lipopolisacáridos de 
organismos como las enterobacterias. 


Se utilizó una cubeta de electroforesis verti- 
cal y un sistema de gel discontinuo. Para el 
gel de separación se utilizó una solución 
compuesta por acrilamida al 13,5% y 
metilen-bisacrilamida al 0,25%, con y sin 20 
mM de EDTA, y para el gel de entrada de las 
muestras la misma solución pero al 6% y 
0,6% respectivamente y sin EDTA. Asimis- 
mo, las muestras de lipopolisacáridos se 
analizaron siguiendo otra técnica previamente 
descrita que introdujo como diferencias el 
uso de un 15% de acrilamida en el gel de 
separación y 0,5% de dodecil-sulfato-sódico 
así como 7,5% de acrilamida en el gel de 
entrada de las muestras [379]. La polimeriza- 
ción se llevó a cabo añadiendo persulfato 
amónico al 10% y TEMED. El volumen de 
muestra de extracto de lipopolisacáridos 
aplicado en los pocillos fue de 30 yl. 


Para la separación electroforética se empleó 
una corriente constante de 35 miliamperios. 
Se detuvo el paso de corriente cuando el 
frente quedó a 1 cm del extremo inferior del 
gel [205, 251, 309, 503]. 
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Los extractos de lipopolisacáridos separados 
en geles de poliacrilamida fueron teñidos con 
plata. La tinción se realizó a una temperatura 
superior a 25 *C para evitar la tinción de 
proteínas residuales que permanecieron 
después de la digestión de los extractos por la 

_proteinasa K. La cubeta de cristal utilizada 
para la tinción del gel fue limpiada previa- 
mente con ácido nítrico concentrado y escru- 
pulosamente lavada y aclarada con agua 
destilada. Al manejar el gel se utilizaron 
guantes para evitar la aparición de manchas 
debidas a la presencia de huellas dactilares. 
Asimismo en todos los pasos, excepto para la 
fijación, se agitó el gel a una velocidad media 
de 40 rpm en un agitador orbital. 


Los geles fueron teñidos según la técnica de 
Tsai y Frasch [466] que se describe a conti- 
nuación: 


1) Fijación de los lipopolisacáridos (LPS) en 
una solución compuesta por 40% de etanol y 
5% de ácido acético durante una noche. 


2) Oxidación de los LPS durante 5 minutos 
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en una solución compuesta por 0,7% de ácido 
periódico, 40% de etanol y 5% de ácido 
acético. 


3) Tres lavados de 15 minutos cada uno con 
agua desionizada. 


4) Tinción durante 10 minutos con una 
solución compuesta por 28 ml de hidróxido 
sódico 0,1 N, 2 ml de hidróxido amónico 
concentrado (al 29,4%), 5 ml de nitrato de 
plata al 20% p/v y 115 ml de agua desioniza- 
da. 


5) Tres lavados de 15 minutos cada uno con 
agua desionizada. 


6) Revelado con una solución que contenga 
50 mg de ácido cítrico y 0,5 ml de formal- 
dehído de 37%, por litro de agua desioniza- 
da. Los lipopolisacáridos presentes en el gel 
comenzarán a aparecer a los 2-5 minutos 
[205, 466]. 


7) Parada de la reacción introduciendo el gel 
durante una hora en una solución de ácido 
acético al 0,33% en agua desionizada. 


8) Conservación del gel en un recipiente con 
agua desionizada. 
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Mediante esta técnica se quiere demostrar 
que la cantidad de norfloxacina acumulada en 
el espacio intracelular está en función del 
grado de difusión de dicho fármaco a través 
de la membrana externa, así como de la 
influencia de las bombas de expulsión activa 
a través de la membrana interna. Para ello 
hemos comparado la acumulación intracelu- 
lar de la norfloxacina en cepas originales de 
Escherichia coli con la de sus mutantes 
seleccionados a fluoroquinolonas, tanto en 
presencia como en ausencia de CCCP 
(carbonil-cianuro m-clorofenilhidrazona). 
El CCCP es una sustancia que despolariza la 
pared celular bacteriana mediante la inhibi- 
ción del gradiente protónico, impidiendo el 
transporte transmembrana protón dependiente 
[81, 203, 314]. 


Como cepas contro] se utilizaron: 

E. coli JF703 (deficiente en la porina E) y E. 
coli KL16 (suministradas por Dr. L. Derlyn, 
Genetic Center, USA). 


La técnica utilizada es la empleada por Hirai 
et al en 1986 [203] pero con algunas modifi- 
caciones: 


Se diluyeron cultivos bacterianos en medio 
Antibiótico n* 3 de 24 horas con el mismo 
medio en proporción 1:20 y se incubaron 
durante 5 horas a 37 *C. A continuación se 


centrifugaron a 4.000 x g durante 20 minutos 
y el extracto celular se diluyó en solución 
reguladora de fosfato 50 mM y pH 7, hasta 
adquirir una absorbancia espectrofotométrica 
de 1,5 medida a una longitud de onda de 520 
nm. (El número de células viables fue com- 
probado mediante dilución seriada y siembra 
de un inóculo en placas de agar). Cada solu- 
ción bacteriana de absorbancia 1,5 obtenida 
de esta forma se repartió en una triple serie 
de tubos estériles, dispensando 8 ml por tubo. 
El número de tubos de cada serie debe coinci- 
dir con el número de intervalos de tiempo, 
que coincidirán con el número de muestras a 
obtener, durante el tiempo que dure el ensa- 
yo. En nuestro caso, preparamos tres tubos 
por serie que coincidieron con la separación 
de las muestras alos 5, 15 y 30 minutos del 
comienzo del ensayo. 


A continuación, a una serie completa, se le 
añadió CCCP para obtener una concentración 
final en cada tubo de 50 uM y, a otra serie 
completa, se le añadió CCCP para obtener 
una concentración final en cada tubo de 100 
uM. Posteriormente, se sumergieron las tres 
series en un baño maría a 37 *C durante 10 
minutos. Pasado este tiempo, se añadió nor- 
floxacina en las tres series de tubos para 
obtener una concentración final en cada tubo 
de 10 ug/ml. 


A los 5, 15 y 30 minutos de añadir la norflo- 
xacina se tomó un tubo de cada serie y se 
mantuvieron a 5 ”C hasta que se centrifuga- 
ron a 4.000 x g durante 20 minutos a 5 “C, 
recogiendo los sedimentos y desechando los 
sobrenadantes. Estos sedimentos se resuspen- 
dieron con 4 ml solución de tampón fosfato 
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sódico 30 mM, pH 7 y se volvieron a centri- 
fugar para realizar un lavado extracelular. 
Esta operación se realizó tres veces. Cada 
sedimento final así obtenido fue resuspendido 
en 200 ul de solución de tampón fosfato 
sódico 50 mM, pH 7 y se mantuvieron a 
100 *C durante 10 minutos. A continuación, 
se centrifugaron en una centrífuga de tubos 
Eppendorf durante 10 minutos recogiendo el 
sobrenadante con la norfloxacina intracelular 
acumulada. Se congelaron a -20 *C. 


6,7.2 - TÉCNICA DEL BIOENSAYO:: 


Los niveles de norfloxacina en los sobrena- 
dantes se determinaron con la técnica del 
bioensayo por el método de difusión en agar 
utilizando la cepa Klebsiella pneumoniae 
ATCC 10031 [81, 175] (donada por el profe- 
sor Federico Uruburu de la Colección Espa- 
ñola de Cultivos Tipo, Valencia). 

Del cultivo de una noche en agar de MacCon- 
key se escogieron 4 ó 5 colonias y se sembra- 
ron en 10 ml medio Antibiótico n* 3 y se 
incubaron durante 18 horas. A continuación, 
se realizaron diluciones 1/10 en suero salino 
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hasta obtener 10% UFC/ml. A partir de una 
solución de norfloxacina de 8 .g/ml se hicie- 
ron diluciones progresivas con factor de 
dilución Y2 con el fin de elaborar una curva 
patrón. Las tres series de diluciones patrón de 
norfloxacina se prepararon sin CCCP y con 
CCCP a concentraciones finales de 50 JM y 
100 uM. 


Las placas de Mueller Hinton se sembraron 
con un hisopo a partir de la dilución de 10* 
UFC/ml de la cepa control. A continuación, 
se dispusieron los discos estériles con 20 ul 
de las sucesivas diluciones patrón de norflo- 
xacina, así como con 20 ul de cada una de las 
muestras del sobrenadante intracelular reco- 
gido. Se incubaron durante 18 horas a 37 *C 
y tras ese tiempo se midieron los halos de 
inhibición. 


Los resultados se procesaron mediante el 
programa Graph Pad Inplot Versión 4.0 de 
Graph Pad Software Inc. 1992 y con la hoja 
de cálculo Excel 97 de Microsoft para Win- 
dows 95. 
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Esta valoración se llevó a efecto mediante la 


incorporación de carbonilcianuro m-clorofe- 
nilhidrazona (CCCP) a una concentración de 
50 uM a las placas de agar de Mueller Hin- 
ton. De esta forma, se determinó la suscepti- 
bilidad tanto con el método de difusión en 
agar como con el método de dilución en agar 


Este estudio fue realizado en la cepas de 
Escherichia coli para descubrir mutaciones 
en las subunidades GyrA y GyrB de la ADN- 
girasa, o en las subunidades ParC y ParE de 
la topoisomerasa IV. 


Dicha labor fue realizada por el Dr. Joaquim 
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comentados previamente. Asimismo, la 
susceptibilidad de las diferentes cepas, tanto 
las cepas origen como los mutantes seleccio- 
nados a los diferentes antimicrobianos, se 
valoró en presencia y en ausencia de 50 uM 
de CCCP. 


Ruiz Blázquez bajo la dirección del Profesor 
Dr. Jordi Vila Estapé (ambos del Departa- 
mento de Microbiología del Hospital Clínic 
i Provincial de Barcelona) y el Servicio 
Científico y Técnico de la Universidad de 
Barcelona. 
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Los posibles cambios morfológicos presentes 
en las cepas mutantes seleccionadas tanto con 
ceftazidima como con norfloxacina o lome- 
floxacina fueron valorados mediante micros- 
copía óptica utilizando la tinción de Gram. Se 
realizó un pase de las cepas a través de agar 
de MacConkey sin antimicrobiano antes de 
realizar la tinción. 


6.10.1 - TENCIÓN DE GRAM 
Fundamento 


La tinción de Gram es una tinción diferencial 
que nos permite clasificar a los microorganis- 
mos en dos grandes grupos: grampositivos y 
gramnegativos. Los grampositivos son aqué- 
llos que resisten la acción decolorante del 
disolvente (alcohol-acetona 7:3), tras una 
primera tinción realizada con un colorante 
básico (Violeta Cristal) y un mordiente 
(solución de Lugol); mientras que los gram- 
negativos son decolorados, siendo posterior- 
mente teñidos con un colorante de contraste 
(Safranina) en una segunda tinción. Debido a 
este proceso, los microorganismos gramposi- 
tivos aparecen de color violeta y los gramne- 
gativos de color rojo. 

Este hecho es debido a la diferente composi- 
ción de la pared celular de ambos grupos de 
microorganismos. 

Es conveniente realizar la tinción de Gram 
sobre células procedentes de un cultivo jo- 
ven, ya que algunos microorganismos gram- 


positivos sólo presentan dicha coloración 
durante la fase de crecimiento. 


Técnica 


— Extensión. 

—  Desecación al aire o estufa. 

— Fijación al calor de la llama mediante 
ligeros pases. 

— Cubrir la extensión con el primer colo- 
rante (Violeta Cristal) durante 1,5 minu- 
tos. 

— Verter y lavar con agua. 

— Cubrir con solución de Lugo] durante 1 
minuto. 

— Verter y lavar con agua. 

—  Decolorar con alcohol-acetona 7:3, hasta 
que el disolvente salga exento de colo- 
rante (unos 30 seg). 

— Lavar con agua. 

—  Teñir con el segundo colorante (Safrani- 
na) durante 1 minuto. 

— Lavar, secar y observar con objetivo de 
inmersión en aceite. 


VALORACIÓN MEDIANTE MICROSCOPIO: 


La valoración de las diferentes tinciones se 
realizó mediante un microscopio óptico Leitz 
Orthotlan, provisto de un objetivo de inmer- 
sión en acelte de 100x y un ocular 10x, al 
cual estaba acoplada una cámara Leitz Ortho- 
mat. Las fotos fueron tomadas usando pelícu- 
la negativa de 100 ASA . 
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Los cultivos bacterianos, obtenidos después 
de 18 horas de incubación en medio BHI, se 
diluyeron en medio fresco en proporción 1/20 
incubándose durante 5 horas en agitación a 
37 *C. A continuación, se centrifugaron a 
4.000 x g durante 20 minutos realizando dos 
lavados con solución tampón de fosfato 
sódico 50 mM a pH 7. Los sedimentos obte- 
nidos se resuspendieron en 4 ml de la misma 
solución tamponante y se sometieron a soni- 
cación hasta que adquirieron cierta transpa- 
rencia, manteniendo en todo momento su 
temperatura a no más de 5 *C. 


Se centrifugaron a 2.600 x g durante 10 
minutos y los sobrenadantes obtenidos se 
centrifugaron a 45.000 x g durante 1 hora a 
4 *C desechando el sedimento y congelando 
a -20 *C los sobrenadantes obtenidos donde 
se encuentran las enzimas [212]. A continua- 
ción, se determinaron las concentraciones de 
dichos extractos por el método de Lowry 
(2101. 


La actividad de las betalactamasas del extrac- 
to crudo fue cuantificada mediante ensayo 
espectrofotométrico en solución reguladora 
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de fosfato 50 mM, pH 7 y 25 *C. Como 
sustrato se emplearon bencilpenicilina y 
cefaloridina. 


Se prepararon disoluciones de los antimicro- 
bianos a ensayar en solución tampón fosfato 
sódico 50 mM y pH 7 a las siguientes con- 
centraciones: 


Bencilpenicilina 
Cefaloridina 


100 JM 
100 jM 


El grado de hidrólisis se determinó en la 
porción inicial lineal de la curva de hidrólisis 
utilizando para la bencilpenicilina una longi- 
tud de onda de 230 nm y un coeficiente de 
extinción molar de 800 y para la cefaloridina 
una longitud de onda de 260 nm y un coefi- 
ciente de extinción molar de 10000, 

La unidad de actividad P-lactamásica se 
define como la cantidad de enzima que hidro- 
liza un umol del antibiótico por minuto a 
temperatura ambiente y a pH 7. 

Las actividades B-lactamásicas fueron estan- 
darizadas por miligramos de proteína. La 
actividad específica de cada extracto enzimá- 
tico es la media aritmética de al menos tres 
determinaciones frente a una misma concen- 
tración de cada antibiótico y fue expresada en 
micromoles de sustrato hidrolizados por 
minuto y por miligramo de proteínas [15, 
299, 3191. 


Para las medidas espectrofotométricas se 
utilizó un espectrofotómetro Hitachi U-2000. 
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Para el estudio de las B-lactamasas se utilizó 
el programa Enzfitter, creado por Robin J. 
Leatherbarrow de Biosoft. 


Para los estudios de acumulación de la nor- 
floxacina en el interior celular se utilizaron 
tanto el Graph Pad Inplot Versión 4.0 de 
Graph Pad Software Inc. 1992, como la hoja 
de cálculo Microsoft Excel 97 para Windows 
95. 

Para la redacción del texto se utilizó el proce- 
sador de textos Corel WordPerfect 8. 


En los diversos estudios estadísticos se 
empleó el coeficiente de correlación de los 
rangos de Spearman para relacionar variables 


Option Base 1 
Dim RangoCeldas() 
Dim MatrizCeldas(): Dim M10: Dim M20 


CAPÍTULO 6: MATERIAL Y MÉTODOS 


cuantitativas, con error alfa <0,05, Los cálcu- 
los y los gráficos de acumulación se realiza- 
ron con la hoja de cálculo Excel 97 para 


- Windows 95 de Microsoft. Como la hoja de 


cálculo Excel no dispone de la función esta- 
dística para obtener el coeficiente de correla- 
ción de Spearman pero sí de un lenguaje de 
programación de macros en VisualBasic, se 
creó un pequeña función para separar un 
determinado número de valores en sus ran- 
gos. Aplicando aestos rangos posteriormente 
la función del coeficiente de correlación de 
Pearson, que sí se encuentra implementada en 
Excel, se genera el coeficiente de correlación 
de Spearman. Dicha rutina se expone a 
continuación: 


Dim NúmCeldas As Integer: Dim A As Integer: Dim u_B As Integer 
Dim ContadorA As Integer: Dim ContadorB As Integer 

Dim Denominadorl As Single: Dim Denominador2 As Single: 

Dim Denominador As Single: Dim Numerador As Single: 


' dica Eunción CrearRangos 


Ale ed al ola ala a 


Function CrearRangos(CeldaN, RangoCeldas) 


' Aplicación. Volátil 


NúmCeldas = RangoCeldas.Count 
ReDim MatrizCeldas(NúmCeldas, 4) 


For ContadorA = 1 To NúmCeldas 


MatrizCeldas(ContadorA, 1) = RangoCeldas(ContadorA) 


Next 
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For ContadorA = 1 To NúmCeldas 
MatrizCeldas(ContadorA, 2) = 1 
For ContadorB = 1 To NúmCeldas 
If MatrizCeldas(ContadorA, 1) > MatrizCeldas(ContadorB, 1) Then 
MatrizCeldas(ContadorA, 2) = MatrizCeldas(ContadorA, 2) + 1 
End Hf 
Next ContadorB 
Next ContadorA 


a El siguiente bucle cuenta repeticiones de las celdas: 


For ContadorA = 1 To NúmCeldas 
MatrizCeldas(ContadorA, 3) = 0 
For ContadorB = 1 To NúmCeldas 
1f MatrizCeldas(ContadorA, 2) = MatrizCeldas(ContadorB, 2) Then 
MatrizCeldas(ContadorA, 3) = MatrizCeldas(ContadorA, 3) + 1 
End If 
Next ContadorB 
Next ContadorA 


o El siguiente bucle genera los intervalos de las celdas: 

For ContadorA = 1 To NúmCeldas 
MatrizCeldas(ContadorA, 4) = (MatrizCeldas(ContadorA, 3) * (MatrizCeldas(ContadorA, 2) 
+ (MatrizCeldas(ContadorA, 3) - 1) / 2)) / MatrizCeldas(ContadorA, 3) 

Next ContadorA 


—— Asocia el valor de la celda a un intervalo: 
For ContadorA = 1 To NúmCeldas 
If MatrizCeldas(ContadorA, 1) = CeldaN Then 
CrearRangos = MatrizCeldas(ContadorA, 4): Exit For 
End If 
Next ContadorA 


End Function 


1, PP A o Y CO CO CO DO Dr 
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1.- Identificación bacteriana. 
2.- Estudio de susceptibilidad de E. coli. 


3.- Selección de mutantes de E. coli mediante 
fluoroquinolonas y fB-lactámicos. 
Frecuencias de selección. 


4.- Susceptibilidad de los mutantes de E. coli. 


5.- Estudio estadístico de correlación. 
6.- Susceptibilidad de otras enterobacterias 
relacionadas y sus mutantes. 
Frecuencias de selección mediante 
quinolonas. 
7.- Estudio morfológico de cepas de E. coli. 
8.- Valoración de la actividad hidrolítica de las 
P-lactamasas en las cepas de E. coli. 


El trabajo se comenzó con 110 cepas de la API 20E (DIFCO) así como por el aspecto 
especie Escherichia coli aisladas en el Servi- morfológico de las colonias aisladas en me- 
cio de Microbiología del Hospital Insular de dio de agar de MacConkey y del caracter 
Las Palmas de Gran Canaria, durante los años oxidasa positivo de todas las cepas. 


1991y 1992, e identificadas mediante el 
Origen de las Muestras 


sistema automatizado PASCO. 
Exudado Sangre Otros 


pleural 3% 2% 
o 


El origen de las muestras fue el siguiente: 


Exudado 


Exudado de heridas de 
heridas 


11% 


La identificación bacteriana fue confirmada 
mediante la batería de pruebas bioquímicas 
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Las susceptibilidades de las 110 cepas primi- 
tivas fueron estudiadas frente a los siguientes 
antimicrobianos: 


Ácido nalidíxico 
Ácido pipemídico 
Ciprofloxacina 


[ — Gmpo | Antimicrobiano | 


Quinolonas Lomefloxacina 
Norfloxacina 
Ofloxacina 


Temafloxacina 


Cefalotina 
Cefazolina 
Cefixima 
Cefotaxima 
Cefoxitina 
Cefpiroma 
Ceftazidima 


B-lactámicos 


Ceftizoxima 
Ceftriaxona 
Imipenem 


Los resultados se muestran en la tabla 47 
como valores de CMISO, CMI9O y rangos. 
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Como se puede observar el conjunto de cepas 
es sensible en general a todas las quinolonas, 
excepto al ácido nalidíxico, para el que se 
observaron varias resistencias. También se 
observaron resistencias al ácido pipemídico 
pero menos. La ciprofloxacina se presentó 
como la quinolona más activa. Estas cepas 
también se mostraron sensibles a las cefalos- 
porinas de segunda, tercera y cuarta genera- 
ción, presentando resistencia a la cefalotina 
la mayoría de ellas. 


De estas 110 cepas primitivas seleccionamos 
el 10%, es decir un conjunto de 11 cepas, 
basándonos en su perfil de resistencia ya 
comentado. Sus pruebas bioquímicas de 
identificación API 20E (DIFCO) se resumen 
en la tabla 46. 


Estas 11 cepas origen fueron sometidas, a 
continuación, a otras pruebas más detalladas 
de susceptibilidad frente a otros antimicrobia- 
nos. Los resultados se resumen en la tabla 48 
como valores de CMI150, CMIDO y rangos. En 
dicha tabla podemos observar que el conjunto 
de cepas es sensible en general a todas las 
quinolonas, pero que el nivel de resistencia 
ha aumentado respecto al conjunto inicial, y 
que casi todas las cepas son resistentes al 
ácido nalidíxico. 


O Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004 


CAPÍTULO 7: RESULTADOS. IDENTIFICACIÓN, SUSCEPTIBILIDAD Y OTRAS CARACTERÍSTICAS pág. 185 


i 


rgnna- arica 0 [| [>| 


e 


+ |+ 
o] 
rl + + 
+ 

+ 


Ornitina-descarboxilasa 10) + 


a 
0%] 


Citrato de Simmons 


m 
a 


Formación de SH, 
Ureasa 


Triptófano-desaminasa 


=N 
S: 
3 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 


Voges Proskauer 
Hidrólisis de la Gelatina 


Fermentación de azúcares: 


Glucosa 


++ + ++ 


Manitol 


Inositol 


Za 
z 
+ 
++ 
+ 
+ |+ 


| 
+ 
+ 
+ | 
+ 
+ 
Ho 
an 
+ + 
+ + 


Sorbitol 


Rhamnosa 


li+ 

ES 
pit 
++ |+ 
+++ 
+ |+ [+ 
pp +] 


Sacarosa 
Melibiosa 
Amigdalina 
Arabinosa 


Oxidasa 


o 
pe 


| 


Red. Nitratos a Nitritos NO 
Movilidad MOB 
Crecimiento en MacConkey  McC 


+ 


EJE 
+ 
+ 


3 
3 
8 
S 
3 
El 
[a] 
3 
Ss 
2 
2 
2 
fa] 
Ss 
a 
£ 
5 
15] 
< 
E 
jo) 
2 
3 
Y 
$ 
£ 
a 
pa 
“% 
8 
S 
2 
3 
= 
E 
2 
Fa 
3 
2 
E 
a] 
o) 


pág. 186 CAPÍTULO 7: RESULTADOS. IDENTIFICACIÓN, SUSCEPTIBILIDAD Y OTRAS CARACTERÍSTICAS 
¿C(_ —_—e— O 


Ácido nalidíxico NAL 2 4 0,06 - >512 
"| Ácido pipemídico AP 2 4 0,06 — 32 


Norfloxacina NOR 0,06 0,12 0,06 — 1 


0,06 — 0,5 
0,06 — 0,5 
16 32 4 ->32 


Cefixima CFX 0,12 | 0,5 0,06 — >8 
Cefoxitina FOX 2 4 0,06 — 8 
0,06 0,06 0,06 — 0,25 


Ceftazidima CAZ 0,06 0,12 0,06 — 8 


Ceftizoxima ZOX 0,06 0,06 0,06 — 16 
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Ácido nalidíxico NAL 4 


Ciprofloxacina CIP 0,06 
Norfloxacina NOR 0,25 
Lomefloxacina LMF 0,12 
Ofloxacina OFX 0,12 


Temafloxacina TMF 


Esparfloxacina SPX 0,12 


Cefoxitina FOX 


Ceftazidima CAZ 0,25 
Cefotaxima CTX 0,06 
Ceftizoxima ZOX 0,06 
Ceftriaxona CRO 0,06 
Imipenem IMP 0,25 


Meropenem 


o 
v|3 
¡05 
¡9 


Tetraciclina TC 


Gentamicina 
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Tobramicina 
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Se investigó la capacidad selectiva de las 
fluoroquinolonas sobre las 11 cepas origen de 
Escherichia coli sometiéndolas a concentra- 
ciones crecientes de antimicrobiano. 


Las cepas concretas con las que se ha realiza- 
do este trabajo de tesis han sido numeradas 
con un número del 1 al 18 seguidas de una 
letra: P para las cepas origen, N para las 
cepas mutantes seleccionadas con norfloxaci- 
na, L para las cepas mutantes seleccionadas 
con lomefloxacina y C para las cepas mutan- 
tes seleccionadas con ceftazidima. De igual 
manera las cepas del 1 al 11 pertenecen a la 
especie Escherichia coli y son a las que nos 
referimos en el párrafo anterior y las numera- 
das del 12 al 18 son otras enterobacterias a 
las que nos referiremos más adelante y que se 
citan con detalle en la tabla 61. 

A partir de las referidas 11 cepas, se seleccio- 
naron con norfloxacina 11 mutantes resisten- 
tes a fluorquinolonas tras tres escalones 
selectivos, excepto para las cepas 1P y 5P 
que originaron mutantes tras dos escalones y 
la cepa 11P que solo aceptó un escalón selec- 
tivo. Posteriormente desaparecieron, porque 
no eran viables, las cepas mutantes 7N y 
11N. Las frecuencias de selección para la 
norfloxacina, y el nivel de resistencia alcan- 
zado, se indican en la tabla 49. 

Con la lomefloxacina también se selecciona- 
ron 11 mutantes resistentes a quinolonas. Las 
cepas 2P, 3P, 4P, 6P, 9P y 10P originaron 
mutantes tras tres escalones selectivos, en 
tanto que las cepas 1P, SP, 7P y 8P lo hicie- 
ron tras dos escalones y la cepa 11P solo 
aceptó un escalón selectivo. De igual modo 


que en el caso anterior, al poco tiempo despa- 
recieron por inviables las cepas de E. coli 
mutantes 8L y 11L. Las frecuencias de selec- 
ción para la lomefloxacina, y el nivel de 
resistencia alcanzado, se indican en la tabla 
S0. 


También se intentó seleccionar mutantes con 
la ciprofloxacina y esparfloxacina a partir de 
las indicadas 11 cepas de E. coli, pero no se 
seleccionó ningún mutante con ninguna de 
las dos fluoroquinolonas. 


La selección con P-lactámicos, a partir de las 
11 cepas de E. coli ya indicadas, se realizó 
con imipenem, cefotaxima y ceftazidima. Con 
los dos primeros no se obtuvo ningún mutan- 
te viable, en tanto que con ceftazidima se 
obtuvieron 11 mutantes resistentes a ceftazi- 
dima tras dos escalones selectivos, excepto 
para las cepas 1P, 7P, 9P y 11P que dieron 
lugar a mutantes tras tres escalones selecti- 
vos. De este conjunto de cepas mutantes solo 
se mantuvieron viables las cepas 1C, 7C y 
11C. Las frecuencias de selección para la 
ceftazidima, y el nivel de resistencia alcanza- 
do, se indican en la tabla 51. 


Sólo fueron estudiados los mutantes más 
resistentes (18 cepas), es decir, aquéllos que 
crecieron a una concentración de antimicro- 
biano >8 mg/l. 

En la tabla 52 se hace un resumen por rangos 
de las frecuencias de selección obtenidos en 
las cepas de E. coli seleccionadas con norflo- 
xacina (NOR), lomefloxacina (LME) y cefta- 
zidima (CAZ). 
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El conjunto de las susceptibilidades de los 18 
mutantes de £. coli seleccionados a fluoro- 
quinolonas, es decir de los 9 seleccionados 
con lomefloxacina (LME, mutantes L) y de 
los otros 9 seleccionados con norfloxacina 
(NOR, mutantes N), se expone en la tabla 53. 
Al compararla con la tabla 48 podemos apre- 
ciar una disminución de la susceptibilidad 
para todos los antimicrobianos en general y 


TABLA 53.- SUSCEPTIBELID: 
"TO'DELAS LS CEPAS. MUT 


Antimicrobianos 


Temafloxacina TMF 
Cefalotina CLT 


0,06 


CM CM» 
Ácido nalidíxico NAL | 2048 4096 


S 0,58 


Ccotorióna o a las] 


0,007 - 0,25 


una notable dismunución de dicha sensibili- 
dad para las quinolonas, en particular, así 
como para algunas cefalosporinas y otros 
compuestos como novobiocina y mitomicina 
C. En las tablas 54A, 54B y 54C se exponen 
con detalle las susceptibilidades para cada 
una de las cepas origen P y sus mutantes 
seleccionados, tanto N como L y C. 


32 0,5 — 32 


256 16-512 


0,12 0,06 — 0,12 


128 — 2048 
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El conjunto de las susceptibilidades de los 18 
mutantes de E. coli seleccionados a fluoro- 
quinolonas, es decir de los 9 seleccionados 
con lomefloxacina (LMF, mutantes L) y de 
los otros 9 seleccionados con norfloxacina 
(NOR, mutantes N), se expone en la tabla 53. 
Al compararla con la tabla 48 podemos apre- 
ciar una disminución de la susceptibilidad 
para todos los antimicrobianos en general y 


Antimicrobianos 


Ciprofloxacina CIP 


3 
Lomefloxacina LMF 3 
Ofloxacina OFX 


16 32 
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una notable dismunución de dicha sensibili- 
dad para las quinolonas, en particular, así 
como para algunas cefalosporinas y otros 
compuestos como novobiocina y mitomicina 
C. En las tablas 54A, 54B y 54C se exponen 
con detalle las susceptibilidades para cada 
una de las cepas origen P y sus mutantes 
seleccionados, tanto N como L y C. 


| Temafloxacina TMF [16 | 32 | 05-32 | 
| Cefoxitina Fox | ___32  _ 64 | 4-18 | 
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CLT, Cefalotina; FOX, Cefoxitina; ZOX, Ceftizoxima; CAZ, Ceftazidima 
CTX, Cefotaxima; CRO, Ceftriaxona; IMP, Imipenem;, MRP, Meropenem 
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Se realizó posteriormente el estudio de 
correlación entre la susceptibilidad a dife- 
rentes antimicrobianos tanto en las cepas 
origen de E. coli como en sus mutantes selec- 
cionadas. 


El índice de correlación nos da idea del grado 
de relación entre dos variables estadísticas 
aleatorias cuantitativas. El índice de correla- 
ción de Spearman relaciona entre sí variables 
agrupadas por rangos. Dicho índice puede 
tomar cualquier valor entre -1 y +1. Si es +1 
Ó -1 se dice que las dos variables están rela- 
cionadas total y perfectamente entre ellas 
mediante una correlación positiva o negativa. 
Conforme se va aproximando dicho valor a 
cero, tanto por arriba como por abajo, se irá 
perdiendo dicha correlación entre las varia- 
bles de forma que, al llegar a ser cero dicho 
índice de correlación, se puede decir que no 
existe relación alguna entre las dos variables. 


En nuestro caso las CMIls de NOR o LMF 
presentadas por el conjunto de cepás origen 
y mutantes seleccionadas de E. coli, las 
hemos relacionado con las CMI presentadas 
por el mismo conjunto frente a otros antimi- 
crobianos, presentando los datos en la tabla 
55. De los datos podemos deducir que, en el 
conjunto total de las cepas, existe una alta 
correlación entre la susceptibilidad a norflo- 
xacina o lomefloxacina con el resto de fluor- 
quinolonas, así como con ceftizoxima, novo- 
biocina y mitomicina C; una correlación 
media con el resto de cefalosporinas ensaya- 
das, así como con meropenem y bromuro de 
etidio; una baja correlación con imipenenm, 
gentamicina, tobramicina, tetraciclina y 
acriflavina; y nula correlación con ceftriaxo- 


na, amikacina y CCCP. 

Asimismo hemos relacionado las CMISs pre- 
sentadas por las cepas mutantes selecciona- 
das con NOR, con las CMÍs presentadas por 
las mismas cepas frente a otros antimicrobia- 
nos, presentando los datos en la tabla 56. De 
estos datos se deduce que en los mutantes N 
de E. coli existe una alta correlación entre la 
susceptibilidad presentada a norfloxacinacon 
la presentada a lomefloxacina, sin embargo 
sólo existe una correlación media entre la 
presentada a norfloxacina con la presentada 
al resto de fluoroquinolonas, así cómo a la 
cefalotina, cefoxitina, novobiocina y bromuro 
de etidio; una correlación baja con el ácido 
nalidíxico, ceftriaxona, tobramicina, acrifla- 
vina y mitomicina C; y escasa o nula correla- 
ción con ceftizoxima, ceftazidima, imipenem, 
meropenem, amikacina, tetraciclina y CCCP. 
De igual forma, hemos relacionado las CMls 
presentadas por las cepas mutantes seleccio- 
nadas con LMF, con las CMÍIs presentadas 
por las mismas cepas frente a otros antimicro- 
bianos, presentando los datos en la misma 
tabla. De estos datos se deduce que en los 
mutantes L de E. coli existe una alta correla- 
ción entre la susceptibilidad presentada a 
lomefloxacina con la presentada al resto de 
las quinolonas, excepto para el ácido nalidíxi- 
co con el cual presenta un correlación media 
así como con tetraciclina, CCCP y el resto de 
los B-lactámicos, excepto con cefoxitina y 
cefalotina con los que presenta una correla- 
ción baja. También presenta una baja corre- 
lación con amikacina, acriflavina y novobio- 
cina, y una escasa o nula correlación con 
gentamicina, tobramicina, bromuro de etidio 
y mitomicina C. 


O Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004 


pág. 198 CAPÍTULO 7: RESULTADOS. IDENTIFICACIÓN, SUSCEPTIBILIDAD Y OTRAS CARACTERÍSTICAS 
¿EEK A CAS 


En el subconjunto de las cepas origen se ha 
relacionado, mediante el test de correlación 
de Spearman, las CMÍs de un determinado 
antimicrobiano A con las CMls de otro anti- 
microbiano B, con el fin de observar la exis- 
tencia de algún tipo de relación entre ellos. 


Estas relaciones apareadas se han realizado - 


con una serie de antimicrobianos. Los datos 
se exponen en las tablas 57A y S7B. En 
dichas tablas el índice de correlación de 
Spearman entre dos antimicrobianos se en- 
cuentra en la intersección de la fila corres- 
pondiente a un antimicrobiano con la colum- 
. ¡nacorrespondiente al otro antimicrobiano. Es 
indistinto si el antimicrobiano A se encuentra 
en la fila y el B en la columma o viceversa. 

Debido a la dificultad de apreciar a simple 
vista los datos de dichas tablas, se ha confec- 
cionado un mapa gráfico con dichos datos 
agrupados por rangos (alta correlación=rojo, 
media=verde, baja=azul, escasa=amarillo y 
nula correlación=blanco). Los valores de la 
correlación entre dos antimicrobianos coinci- 


den con la intersección de las líneas de la 
rejilla. El mapa se expone en la página 203. 
Las abreviaturas coinciden con las de la tabla 
S5. El signo + después de algunas de ellas 
indica que la CMI de ese antimicrobiano se 
ha valorado en un medio con 50 uM de 
carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona. 


En las tablas 58A y 58B se presentan los 
datos obtenidos mediante un trabajo similar 
al anteriormente expuesto pero tomando 
como base el subconjunto de cepas mutantes 
N de Escherichia coli. De igual forma el 
mapa está situado en la página 207. 


De la misma forma, en las tablas 59A y 59B 
se presentan los datos obtenidos mediante 
otro trabajo similar al anteriormente expuesto 
pero tomando como base el subconjunto de 
cepas mutantes L de Escherichia coli. El 
mapa correspondiente puede verse en la 
página 211. 
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000] 0] 10] 095 00099 
CS aa o ass | o 09 os | 03 


SEO 
cs amm | 057 061 | 07 |0 


0,76 48 0,60 


om] 69 60 60] 090] 00] 05] 09] 00 
CS (LMP) Gaos [os] os Jo [oe [om] om 


NAL, Ácido nalidíxico; NOR, Norfloxacina; LMF, Lomefloxacina 
TMF, Temafloxacina; CIP, Ciprofloxacina; OFX, Ofloxacina; SPX, Esparfloxacina 
CLT, Cefalotina; FOX, Cefoxitina; ZOX, Ceftizoxima; CAZ, Ceftazidima 
CTX, Cefotaxima; CRO, Ceftriaxona; IMP, Imipenem;  MRP, Meropenem 
GM, Gentamicina; TM, Tobramicina; AMK, Amikacina; TC, Tetraciclina 
ACR, Acriflavina; BE, Bromuro de Etidio; NOV, Novobiocina 
MTC, Mitomicina-C; CCCP, Carbonil cianuro m-clorofenilhidrazona 
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CS (NOR) |] 0,41 1,00 0,72 
CS (LMBH | O, 0,85 1,00 0,89 


NAL 
53 


Ñ GM | TM AMK | TC |“ACR | BE | NOV | MIC. 
cs (MB | 012 | 017 | 042 | -071 |-026 | 000 | 025 | 0J0. 


NAL, Ácido nalidíxico; NOR, Norfloxacina; LMF, Lomefloxacina 
TMF, Temafloxacina; CIP, Ciprofloxacina; OFX, Ofloxacina; SPX, Esparfloxacina 
CLT, Cefalotina; FOX, Cefoxitina; ZOX, Ceftizoxima; CAZ, Ceftazidima 
CTX, Cefotaxima; CRO, Ceftriaxona; IMP, Imipenem;  MRP, Meropenem 
GM, Gentamicina; TM, Tobramicina; AMK, Amikacina; TC, Tetraciclina 
ACR, Acriflavina; BE, Bromuro de Etidio; NOV, Novobiocina 
MTC, Mitomicina-C; CCCP, Carbonil cianuro m-clorofenilhidrazona 
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0 

cr 
orx [om (00 02 0% 040 
038 056 091 [030 025 030 01 
CLT 

001 1057 1057 1064 022 


AZ 
CTX 


0,23 | -0,29 | 0,05 


0,55 
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CRO - | 0,39 
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Mapa de Correlación de Spearman correspondiente a la Tabla 57 
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Mapa de Correlación de Spearman correspondiente a la Tabla 58 
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Mapa de Correlación de Spearman correspondiente a la Tabla 59 
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Se ha trabajado en este estudio con otras 
enterobacterias no pertenecientes a la especie 
Escherichia coli. 

Las especies elegidas han sido de las más 
características dentro de esta familia y se 
presentan a continuación junto con su número 
de cepa asociado al que haremos referencia 
en adelante para referirnos a ellas. 


Citrobacter diversus 
Citrobacter freundii 
Enterobacter cloacae 
Enterobacter cloacae 


Klebsiella pneumoniae 
Proteus vulgaris 
Salmonella enteritidis * 


(* serotipo) 

Las pruebas bioquímicas de identificación 
API 20E (DIFCO) realizada a estas cepas se 
presentan en la tabla 60. Dichas cepas origen 
y sus susceptibilidades iniciales se presentan 
en la tabla 61. Junto con el nombre de la 
especie se pone el código o número. La letra 
a continuación del número indica, al igual 
que para la especie E. coli, P para las cepas 
origen, N para las cepas mutantes selecciona- 
das con norfloxacina y L para las cepas 
mutantes seleccionadas con lomefloxacina. 

Como se puede observar en dicha tabla 61, el 
conjunto de cepas origen presentan una alta 
susceptibilidad a todas las quinolonas en 
general, salvo la cepa 13P que presenta una 
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susceptibilidad media a ofloxacina y temaflo- 
xacina. De igual manera, el imipenem, pre- 
senta una alta actividad frente a todo el grupo 
excepto con la cepa 17P, frente a la que 
presenta una actividad media. Las cefalospo- 
rinas presentan una actividad variable depen- 
diendo de la generación a que pertenezcan y 
sobre la cepa en concreto que se utilice. 


En la tabla 62 se exponen las susceptibilida- 
des del mismo conjunto de cepas origen 
frente a otros antimicrobianos y, además, se 
exponen también las susceptibilidades que 
han presentado frente a ellos sus cepas mu- 
tantes seleccionadas con norfloxacina y 
lomefloxacina. 


Como se puede apreciar en dicha tabla, las 
cepas mutantes han aumentado su nivel de 
resistencia para las quinolonas, PB-lactámicos 
y tetraciclina; no así para los aminoglucósi- 
dos ni el imipenem. En éste y otros antibacte- 
rianos ensayados, dependiendo de la cepa 
mutante, incluso ha aumentado el nivel de 
susceptibilidad de dicha cepa respecto a la 
cepa origen. 


En las tablas 63 y 64 se han incluido las 
frecuencias de selección con norfloxacina y 
lomefloxacina de los mutantes seleccionados 
a partir de las cepas 12P a 18P con dichos 
antimicrobianos. En ambos casos, se consl- 
guió obtener mutantes de todas las cepas bajo 
estudio en tres escalones selectivos. 


El incremento en el nivel de resistencia osciló 
entre 32 y 512 veces el nivel original para 
ambos antibacterianos. 
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Proteus vulgaris 17P 
Salmonella enteritidis 18P 8 0,06 


Klebsiella pneumoniae %  16P | 0,25 10, 
4 2 
4 


CERAS 


: 
2 0,12 | 0,12 2 0,12 | 0,06 | 0,06 1 


AN = Ácido nalidíxico AP = Ácido pipemídico CIP = Ciprofloxacina  LMF = Lomefloxacina 
NOR-= Norfloxacina OFX = Ofloxacina TMF = Temafloxacina CZ = Cefazolina 
CFX = Cefixima CTX = Cefotaxima - FOX =Cefoxitina BR = Cefpiroma 
CAZ = Ceftazidima  ZOX =Ceftizoxima CRO = Ceftriaxona IMP = Imipenem 

Y Klebsiella pneumoniae subespecie pneumoniae 


Códig 
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Ec130 | 0,25 1096 0.06 | 0,06 | 0,06 ¡0,12 | 128 | 128 ; 0,5 | 1 1 ¡0,12] 2 4 4 2 
| poo [006/0060 0,03 ¡ 0,12 | 0,06 ¡ 512 32 | 32 | 32 | 64 1 2 


Cdi45 | 0,25 


0,06 | 0,06 | 8 0,23 |0,23] 2 1 105 0,12 


0,06 |0,06] 4 2 /0,12]|0,12]| 0,25 | 0,06 | 0,12 0,06 
0,5 1 64 | 64 1 |05j 2 [0,5 ¡0,06 


¿5 (05 1 0,5 
4 4 1 4 2 |512|256¡ 2 2 4 1 ¡0,06 0,5 
0,5 2 |0,25¡ 1 1 8 64 ¡0,5 10,5 | 2 2 ¡0,12 1 
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32 
128 
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13L 64 0,25 


0,06 1 0,25 


123 | 0,12 


0,06 | 0,12 
0,5 


0,5 


32 


4 8 


16 16 


SPX = Esparfloxacina; CLT = Cefalotina; GM = Gentamicina; TM = Tobramicina; 
AMK = Amikacina; TC = Tetracicilna. Resto de abreviaturas igual que en la tabla anterior. 
Ec130 = Enterobacter cloacae Y ATCC 13047;  P99 = Enterobacter cloacae NCIB 12091; 

Ca145 = Citrobacter diversus YT CCUG 14559; Cf 975= Citrobacter freundii T NCTC 9750 
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E Paso 2 o 
MIL 2 ¡OME 


ME» 2 ARM] 03 
1311005 | > |] - 1107 2 | 4 [510% 16 | 32 | 
14 | 006 
0,5 32 |610* 
16 | 128 | 8:10* 
0251 4 |210%| 1 | 16 [sio] 8 | 128 | 
[18 | 006 |2107[ 025 | 4 |2108, 2 | 32 [sio*[ 8 | 1 | 


CMI = Concentración Mínima Inhibitoria A = Incremento acumulado 


v = Frecuencia 


á 


) Paso 1 => CMI: 0,12-1 Paso 2 => CMI: 1-4 Paso 3 => CMI: 4-32 
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Este estudio tuvo por objeto el identificar la 
presencia de posibles cambios en la morfolo- 
gía celular bacteriana asociados con el incre- 
mento de resistencia a quinolonas y ceftazidi- 
ma en las cepas mutantes de E. coli seleccio- 
nadas, dado que está descrito que la presencia 
de quinolonas así como de P-lactámicos en 
los medios de cultivo conducen a la presencia 
de alteraciones morfológicas en las células 
bacterianas. 

Tanto las cepas mutantes como sus respecti- 
vas cepas origen crecieron en medios de 


Sin filamentación 
Aumenta =2 veces su longitud 


cultivo sin ningún antimicrobiano antes de 
realizar la tinción de Gram. 

El resultado de dicho estudio fue que en el 
62% de las cepas mutantes de E. coli se ha 
encontrado un alto grado de filamentación 
como queda reflejado en la tabla 65. En la 
página siguiente se expone una serie de 
tinciones de Gram donde se muestran algu- 
nos de estos cambios morfológicos. 

En estas tinciones no hubo diferencias, entre 
la cepa origen y mutante, en la captación de 
la safranina. 


Aumenta 3-4 veces su longitud 


Aumenta > 4 veces su longitud 
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Y pz Ez, z 


E. coli 11P 


E. coli ¡A 6: 


Figura 7.2.- Microscopía óptica de tinciones de Gram de cepas de E. coli 
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En este estudio se ha evaluado la cuantía de 
la actividad hidrolítica de los extractos peri- 
plásmicos no purificados obtenidos tanto de 
los mutantes seleccionados 7L, 7C y 11C, 
como de sus cepas origen 7P y 11P, frente a 
cefaloridina 100 uM y bencilpenicilina 100 
uM en buffer fosfato 50 mM pH 7 y T* de 


700,1 + 47,4 


793,2 + 57,1 71,3 + 4,8 
2 


| - S = sustrato hidrolizado, P= proteína 
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25*C, 

La actividad de las P-lactamasas presentes en 
los extractos periplásmicos mencionados se 
expresó como actividad específica en 
pM_S/min/mg. P (S=sustrato hidrolizado, 
P=proteína). 


Estos valores se muestran en la tabla 66. 


a Aún o 


l q Cefaloridina 
74,2 + 3,6 


147,3 + 18,3 


2 - No determinado 
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1 - Resumen de los perfiles electroforéticos de las proteínas 
de membrana externa (OMP) de las cepas de 
Escherichia. coli. 


2 - Resumen de los perfiles electroforéticos de las proteínas 
de membrana externa (OMP) de otras cepas de 
enterobacterias. 


3 - Expresión de la porina F (OmpF) en las cepas de 
Escherichia coli. 


Este capítulo se fundamenta en el papel que 
tiene la expresión de las porinas de la mem- 
brana externa en la resistencia a antimicro- 
bianos, en especial debido al desarrollo del 
fenotipo de múltiple resistencia a antimicro- 
bianos en mutantes Mar en E. coli, el cual ha 
sido asociado con la reducción de la expre- 
sión de la porina F (OmpP). 


En este capítulo se exponen los resultados 
obtenidos al realizar la electroforesis en geles 
de poliacrilamida de las proteínas de la mem- 
brana externa de las cepas origen y mutantes 
objeto de este estudio. 


¡DEJLAMEMB) 


» Todas las cepas origen de la especie E. coli 
expresaron la porinas C, F y A. 


+ Delos mutantes seleccionados con norflo- 
xacina todos excepto las cepas 4N, 6N y 9N 
disminuyeron la expresión de la porina F 


Los extractos de proteínas de la membrana 
externa fueron obtenidos previamente tal 
como se indica en el capítulo de material y 
métodos 


Los perfiles electroforéticos, tanto de las 
cepas control, como de las cepas origen de 
las enterobacterias referidas en este estudio, 
así como de sus cepas mutantes seleccionadas 
con lomefloxacina, norfloxacina o ceftazidi- 
ma, y un patrón de peso molecular conocido, 
se exponen en las figuras de las páginas 
siguientes. 


respecto de sus cepas origen (figuras 8.4, 8.5 
y 8.6). 


» De los mutantes seleccionados con lome- 
floxacina sólo las cepas 2L, 3L, 4L, 5L y 9L 
no expresaron la porina F (figuras 8.3, 8.4 y 
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8.6), mientras que los 4 mutantes restantes, 
1L, 6L, 7L y 10L, sí la expresaban (figuras 
8.3, 8.5, 8.6 y 8.12). 


+ Ninguno de los mutantes seleccionados 
con ceftazidima expresó la porina F. 


8.2 - RESUMEN DEJLOS'PERFILES ELECTROFORÉ 
MEMBRANA EXTERNA (OMP) DE OT. 


» Lacepa mutante Citrobacter diversus 12N, 
se diferenció de la cepa origen 12P en que no 
expresó una proteína de 45 kDa, de peso 
molecular aparente en geles de poliacrilamida 
con urea, pero sí apreció un simultáneo incre- 
mento de la expresión de una proteína de 47 
kDa, en el mismo tipo de geles (figura 8.10). 


+ La cepa mutante Citrobacter freundii 13L 
mostró el mismo perfil electroforético que la 
cepa origen 13P, sin embargo la cepa mutante 
13N se diferenció de la 13L y 13P en que no 
expresó una proteína de 45 kDa, de peso 
molecular aparente en geles de poliacrilamida 
con urea, a la vez que desarrolló un incre- 
mento de la expresión de una proteína de 47 
kDa, en el mismo tipo de geles (figura 8.11). 


+ Las cepas origen de Enterobacter cloacae 
14P y 15P expresaron dos proteínas de mem- 
brana externa, una de 37 kDa (de peso mole- 
cular equivalente en geles de poliacrilamida 
con urea, y de movilidad electroforética 
coincidente con la descrita por otros autores 
en cepas de E. cloacae como OmpF,) y otra de 
40 kDa (de peso molecular equivalente en 
geles de poliacrilamida con urea, y de movili- 
dad electroforética coincidente con la descri- 
ta por otros autores en cepas de E. cloacae 


» Asimismo se detectó la pérdida de la pori- 
na C en las cepas mutantes 1N y 9L con 
respecto a sus cepas origen (figuras 8.3 y 
8.4). 


S DELAS PROTEÍNAS DE LA 


como OmpD). Sin embargo, tanto las cepas 
mutantes 14N y 14L como la 15N fueron 
deficientes en la citada porina de 37 kDa 
(OmpF); además, la cepa 14N fue deficiente 
en la porina de 40 kDa (OmpD) ya menciona- 
da (figuras 8.8, 8.9 y 8.10). 


> Las cepas de Klebsiella pneumoniae 16P, 
16N y 16L no expresaron una proteína de 37 
kDa (probablemente OmpK37) que sí expre- 
só la cepa control totalmente susceptible K. 
pneumoniae AÁTCC 10031. La cepa 16N fue 
además deficiente en una proteína de 36 kDa 
(probablemente OmpK36) (figura 8.7). 


» La cepa origen de Proteus vulgaris 17P 
presentó una proteína de 37 kDa (42 kDa en 
geles de poliacrilamida con urea) en su mem- 
brana externa. Sin embargo, en la cepa 17L 
disminuyó la expresión de dicha proteína a la 
vez que se incrementó la expresión de otra 
proteína de 45 kDa de peso molecular aparen- 
te en geles de poliacrilamida con urea (figura 
8.11). 


» Tanto la cepa Salmonella enteritidis 18P 
como 18L presentaron el mismo perfil elec- 
troforético de proteínas de membrana externa 
(figura 8.11). 
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Figura 8.1. Perfiles electroforéticos de los 
extractos de proteínas de la membrana 
externa en gel de poliacrilamida al 10% 
suplementado con dodecil-sulfato-sódico 
(SDS) y urea. 


Líneas: 


1, 


, 


>» 


E. coli KL16 
E. coli JF703 
E. coli JF699 
Marcador de peso molecular: albúmina 
bovina (66 kDa), albúmina de huevo (45 
kDa), gliceraldehído 3-P-deshidrogenasa 


de músculo de conejo (36 kDa), 
anhidrasa carbónica de eritrocitos 
bovinos (29 kDa), tripsinógeno de 
páncreas bovino tratado con PMSF (24 
kDa) 

albúmina bovina (66 kDa) 

albúmina de huevo (45 kDa) 
gliceraldehído 3-P-deshidrogenasa de 
músculo de conejo (36 kDa) 

anhidrasa carbónica de eritrocitos 
bovinos (29 kDa) 

tripsinógeno de páncreas bovino tratado 
con PMSF (24 kDa) 
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OmpC _. 


OmpE sisi 
OmpA su» * 


Figura 8.2. Perfiles electroforéticos 
de los extractos de proteínas de la 
membrana externa en gel de 
poliacrilamida al 10% suplementado 
con dodecil-sulfato-sódico y urea. 

Todas las líneas pertenecen a cepas 


origen de E. coli. 


1, E. coli KL16, 2, E. coli ATCC 25922; 
3, 1P; 4, 2P; 5, 3P;:6, 4P; 7, SP; 8, 6P; 
9, 7P; 10, 8P. 
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Figura 8.3. Perfiles electroforéticos de los 
extractos de proteínas de la membrana externa 
en gel de poliacrilamida al 10% suplementado 
con dodecil-sulfato-sódico y urea. 


Todas las líneas pertenecen a cepas de E. coli. 


(A) Líneas: 1, E. coli KL16; 2, E. coli JF703; 
3, E. coli JF699; 4, E. coli ATCC 25922; 
5, 1P; 6, 1N; 7, 1C; 8, 1L; 9, 7P; 10, 7L 


(B) Líneas: 1, E. coli KL16; 2, E. coli ATCC 
25922; 3, 2P; 4, 2N; 5, 2L 
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Figura 8.4. Perfiles electroforéticos de los 
extractos de proteínas de la membrana externa 
en gel de poliacrilamida al 10% suplementado 
con dodecil-sulfato-sódico y urea. 

Todas las líneas pertenecen a cepas de E. coli. 
(A) Líneas: 1, E. coli KL16; 2, E. coli ATCC 


25922; 3, 3P; 4, 3N; 5, 3L; 6, 4P; 7, 4N; 8, 


4L. 


(B) Líneas: 
25922; 3, 5 
9L. 


L 
E; 


E. 
4, 


coli KL16, 2, E. coli ATCC 
SN; 5, SL; 6, 9P; 7, 9N; 8, 
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OmpC “ renos V 


gu Ogisiozan 


Figura 8.5. Perfiles electroforéticos de los 
extractos de proteínas de la membrana externa 
en gel de poliacrilamida al 10% suplementado 
con dodecil-sulfato-sódico y urea. 

Todas las líneas pertenecen a cepas de E. coli. 


Líneas: 1, E. coli KL16; 2, E. coli ATCC 
25922; 3, 6P; 4, 6N; 5, 6L; 6, 8P; 7, 8N; 8, 
10P; 9, 10N; 10, 10L. 
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OmpC pS > ds o | 


AS 


OmpF A 


ompa Md 5 “o 


Figura 8.6. Perfiles electroforéticos de los 
extractos de proteínas de la membrana externa 
en gel de poliacrilamida al 10% suplementado 
con dodecil-sulfato-sódico y urea. 
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Todas las líneas pertenecen a cepas de E. coli. 


(A) Líneas: 1, 3P; 2, 3N; 3, 3L 
(B) Líneas: 1, 6P; 2, 6N; 3, 6L 
(C) Líneas: 1, 7P; 2, TL 
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Figura 8.7. Perfiles electroforéticos de los 
extractos de proteínas de la membrana externa 
en gel de poliacrilamida al 11%, conteniendo 
bisacrilamida al 0,55% y dodecil-sulfato- 
sódico, pero sin urea. 


O Líneas: 

1, Marcador de peso molecular: albúmina 
bovina (66 kDa), albúmina de huevo (45 kDa), 
gliceraldehído 3-P-deshidrogenasa de músculo 
de conejo (36 kDa), anhidrasa carbónica de 
eritrocitos bovinos (29 kDa), tripsinógeno de 


páncreas bovino tratado con PMSF (24 kDa) 
2, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 

3, Klebsiella pneumoniae 16P 

4, Klebsiella pneumoniae 16N 

5, Klebsiella pneumoniae 16L 

6, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 


O Líneas: 
1, Marcador de peso molecular como en 11) 


2, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 
3, Escherichia coli KL16 
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Figura 8.8. Perfiles electroforéticos de los 3, Enterobacter cloacae 14N 
extractos de proteínas de la membrana externa en 4, Enterobacter cloacae 14L 
gel de poliacrilamida al 10% suplementado con 5, Enterobacter cloacae 15P 
dodecil-sulfato-sódico y urea. 6, Enterobacter cloacae 15N 
7, Enterobacter cloacae 15L 
8, Enterobacter cloacae Y ATCC 13047 
Líneas: 9, Enterobacter aerogenes T DSM 30053 
1, Enterobacter cloacae NCIB 12091 (P99) 10, Escherichia coli KL16 
2, Enterobacter cloacae 14P 11, Escherichia coli JF699 
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Figura 8.9. Perfiles electroforéticos de los 
extractos de proteínas de la membrana externa. 
En (A) gel de poliacrilamida al 10% 
suplementado con  dodecil-sulfato-sódico 
(SDS) y urea. En (B) al 14%, con SDS y sin 
urea. 


(A) Líneas: 

1, Marcador de peso molecular: albúmina 
bovina (66 kDa), albúmina de huevo (45 
kDa), gliceraldehído 3-P-deshidrogenasa 
de músculo de conejo (36 kDa), anhidrasa 
carbónica de eritrocitos bovinos (29 kDa), 
tripsinógeno de páncreas bovino tratado 


con PMSF (24 kDa). 
2, Enterobacter cloacae NCIB 12091 
3, Enterobacter cloacae 14P 
4, Enterobacter cloacae 14N 
5, Enterobacter cloacae 14L 


(B) Líneas: 


1, Enterobacter cloacae 15P 

2, Marcador de peso molecular 
(igual que en A1, más a-lactoalbú- 
mina: 14,2 kDa) 

3, Enterobacter cloacae 14P 
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Figura 8.10. Perfiles electroforéticos de los 
extractos de proteínas de la membrana externa 
en gel de poliacrilamida al 10% suplementado 
con dodecil-sulfato-sódico y urea. 


(A) Líneas: 

1, Marcador de peso molecular: albúmina 
bovina (66 kDa), albúmina de huevo (45 kDa), 
gliceraldehído 3-P-deshidrogenasa de músculo 
de conejo (36 kDa), anhidrasa carbónica de 
eritrocitos bovinos (29 kDa), tripsinógeno de 
páncreas bovino tratado con PMSF (24 kDa); 


2, E. cloacae 14P; 3, E. cloacae 14N; 4, E. 
cloacae 14L 


(B) Líneas: 

1, E. coli JF699; 2, E. coli KL16; 3, E. 
cloacae 14P; 4, E. cloacae 14N; 5, E. cloacae 
14L 


(C) Líneas: 

1, E. coli KL16; 2, C. diversus 12P; 3, C. 
diversus 12N; 4, C. diversus CCUG 14559; 5, 
Marcador de peso molecular (como en A-1). 
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Figura 8.11. Perfiles electroforéticos de los 
extractos de proteínas de la membrana externa 
en gel de poliacrilamida al 10% suplementado 
con dodecil-sulfato-sódico y urea. 


(A) Líneas: 

1, Marcador de peso molecular: albúmina 
bovina (66 kDa), albúmina de huevo (45 kDa), 
gliceraldehído 3-P-deshidrogenasa de músculo 
de conejo (36 kDa), anhidrasa carbónica de 
eritrocitos bovinos (29 kDa), tripsinógeno de 
páncreas bovino tratado con PMSF (24 kDa); 
2, Salmonella enteritidis 18P 


3, Salmonella enteritidis 18L 
4, Proteus vulgaris 17P 

5, Proteus vulgaris 17 L 

6, Escherichia coli KL16 

7, Citrobacter freundii 13P 
8, Citrobacter freundii 13N 


(B) Líneas: 

1, Citrobacter freundii 13L 
2, Citrobacter freundii 13P 
3, Citrobacter freundii 13N 
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Figura 8.12. Perfiles electroforéticos de los 
extractos de proteínas de la membrana externa 
en gel de poliacrilamida al 10% suplementado 
con dodecil-sulfato-sódico y urea. 


Líneas: 
1, Escherichia coli JF703 
2, Escherichia coli JF699 


3, Escherichia coli KL16 

4, Escherichia coli 11P 

5, Escherichia coli 11C 

6, Escherichia coli TP 

7, Escherichia coli TL 

8, Escherichia coli 7C 

9, Escherichia coli ATCC 25922 
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2.- EXPRESIÓN DE LA PORINA F (OMPF) 
EN CEPAS DE ESCHERICHIA COLI 


Es conocido que, en Escherichia coli, la 
disminución cuantitativa de la porinas, y sobre 
todo de la porina F, conlleva un aumento de la 
resistencia a los P-lactámicos por impermea- 
bilidad de la membrana externa debido a que 
éstas pasan preferentemente por la OmpF. 
Este canal de paso a través de la membrana es 


también compartido por las quinolonas. 

A partir de los datos obtenidos de las densito- 
metrías de los perfiles electroforéticos de los 
extractos de proteínas de membrana se ha 
elaborado la tabla 67, donde se puede obser- 
var que para algunas cepas la desaparición de 
dicha proteína ha sido total. 


* Marcador de peso molecular 
——— Cepa7P (B) 
———. Cepa7L (A) 


Figura 8.13.- Ejemplo de gráfico de líneas generado en Excel 97 a partir del archivo de datos 
producido por Band Leader al procesar el archivo gráfico, del perfil electroforético de los 
extractos de proteína de las cepas 7P y 7L, obtenido con Micrografx Picture Publisher. 
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También se ha elaborado un pequeño estudio 
de correlación entre la expresión de la porina 
OmprF y la susceptibilidad a determinados 
antimicrobianos. Los datos finales del test de 
correlación de Spearman se exponen en la 
tabla 68. Como se puede comprobar existe 
una alta correlación entre la expresión de la 
porina OmpF y la CMI de algunos 


Cepas | % OmpF 


* % OmpF = Porcentaje del valor densitométrico de la expresión de la OmpF 


Este valor de la OmpF en las cepas origen se toma como 100% 
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B-lactámicos ensayados, es decir a menor 
expresión de la OmpF mayor será la CMI 
presentada, o lo que es lo mismo, menor 
susceptibilidad presentará la cepa frente a 
dicho antimicrobiano. De igual modo se 
puede observar una correlación media entre 
la expresión de la OmprF y el nivel de suscep- 
tibilidad a quinolonas. 
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TABLA 68.- CORRE AC 


NAL ¡  -0,63 FOX , mM 
NOR - 0,59 ZOX ,  AMK 
—0,61 CAZ “TO 
— 0,52 
— 0,52 
— 0,55 
0,54 MRP , 
- 0,33 GM , GOCCP - 7] 35 
NAL, Ácido nalidíxico; NOR, Norfloxacina; LMF, Lomefloxacina; TMF, Temafloxacina; 
CIP, Ciprofloxacina; OFX, Ofloxacina; SPX, Esparfloxacina 
CLT, Cefalotina; FOX, Cefoxitina; ZOX, Ceftizoxima; CAZ, Ceftazidima 
CTX, Cefotaxima; CRO, Ceftriaxona; IMP, Imipenem;  MRP, Meropenem 
GM, Gentamicina; TM, Tobramicina; AMK, Amikacina; TC, Tetraciclina; 


ACR, Acriflavina; BE, Bromuro de Etidio; NOV, Novobiocina; MTC, Mitomicina-C; 
CCCP, Carbonil cianuro m-clorofenilhidrazona. 
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1- Cambios observados en el LPS de la membrana 
externa de las cepas de Escherichia coli. 


2 - Cambios observados en el LPS de la membrana 
externa de otras cepas de Enterobacterias. 


3 - Ventajas del uso del 0,5% de SDS en los geles de 
poliacrilamida para la separación del LPS de las 
enterobacterias. 


Los lipopolisacáridos (LPS) son moléculas 
complejas, situadas en la hoja externa de la 
membrana externa de casi todas las bacterias 
gramnegativas. Los LPS tienen unos pesos 
moleculares superiores a 10 kDa, varían en su 
composición química e intervienen en la 
configuración de la membrana externa. 

El interés por la separación electroforética de 
los componentes del LPS se debió a los 
trabajos de investigación previos de otros 
autores que han descrito la asociación de 
cambios en la expresión del lipopolisacárido 
de la membrana externa con el desarrollo de 
resistencia a quinolonas en bacterias gram- 
negativas [135, 204, 414]. Se ha propuesto 
que en el fenotipo liso (alta expresión del 
antígeno O) estaría aumentada la hidrofilici- 
dad de la membrana externa bacteriana, 
dificultando la penetración de quinolonas 
[135, 204, 326]. Por el contrario, una pérdida 


de expresión del antígeno O, y por tanto un 
fenotipo rugoso, contribuiría a la mejor 
penetración de la molécula de ácido nalidíxi- 
co o, en cualquier caso, no disminuiría su 
acumulación en la célula bacteriana de E. 
coli, 


El estudio de los perfiles electroforéticos de 
los extractos de LPS de la membrana externa, 
tanto de las cepas origen como mutantes, se 
exponen en las figuras 9.1 a 9.6 siguientes. 


OS'OBSERVADOS ENEL LPS 
¡MBRANA EXTERNA DE 
¡LAS CEPAS DE E.COLI 


El lipopolisacárido de todas las cepas origen 
estudiadas y los mutantes desarrollados a 
partir de ellas mostraron un fenotipo liso en 
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su lipopolisacárido de membrana externa, con 
la excepción de: 


1- Las cepas 5P y 5N mostraron el fenoti- 
po rugoso mientras la cepa SL mostró 
fenotipo liso (figuras 9.3.2 y 9.6). 

2- La cepa 6P mostró fenotipo rugoso 
mientras los mutantes desarrollados a 
partir de ella (cepas 6N y 6L) presentaron 
fenotipo liso (figuras 9.1, 9.2 y 9.3.A). 

3- La cepa 10P mostró fenotipo liso mien- 
tras que el mutante 10N mostró fenotipo 
rugoso (figura 9.1, 9.2 y 9,.3.A). , 

4- La cepa 8P mostró fenotipo rugoso 
mientras que el mutante 8N mostró fenoti- 
po liso (figura 9.4). 


El lipopolisacárido de todas las cepas origen 
de otras enterobacterias estudiadas y los 
mutantes desarrollados a partir de ellas mos- 
traron un fenotipo liso en su lipopolisacárido 
de membrana externa, con la excepción de las 
cepas de Salmonella enteritidis (18P y 18L), 
Citrobacter freundii (13P, 13N y 13L) y las 
cepas mutantes de Enterobacter cloacae 14L 
y15N (figura 9.5.4) que presentaron un 
fenotipo rugoso, el cual se ha identificado 
con la falta de expresión de componentes de 
alto peso molecular en geles de poliacrilami- 
da. 
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Figura 9.1. Perfiles electroforéticos de los 
extractos del lipopolisacárido de la mem- 
brana externa en gel de poliacrilamida al 
15% y 0,5% de dodecil sulfato sódico 
(SDS). 


2, 1N; 3, 1L, 4, 6P; 5, 6N, 6, 6L 
7, 7P; 8, 7L; 9, 10P; 10, 10N, 11, 10L 
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Figura 9.2. Perfiles electroforéticos de los 
extractos del lipopolisacárido de la membrana 
externa en gel de poliacrilamida al 13,5% y 
20 mM de EDTA. 


7 8 910 11 


Todas las líneas pertenecen a E. coli. 
Líneas: 

1, 1P; 2, 1N; 3, 1L, 4, 7P; 5, 7L; 6, 6P 
7, 6N; 8, 6L; 9, 10P; 10, 10N; 11, 10L 
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1234 56758 m9U1011 


1234567 89 


Figura 9.3. Perfiles electroforéticos de los 
extractos del lipopolisacárido de la membrana 
externa en gel de poliacrilamida al 13,5%. 
Todas las líneas pertenecen a E. coli. 


O Líneas: 1, 1P; 2, 1N; 3, 1L, 4, 7P; 5, 7L 

6, 6P; 7, 6N; 8, 6L; 9, 10P; 10, 10N; 11, 10L 
O Líneas: 1, 5P; 2, 5N; 3, SL, 4, 9P; 5, 9N 

6, 9L; 7, 4P; 8, 4N; 9, 4L 
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1234567 8 9 1011 12 


Figura 9.4. Perfiles electroforéticos de los 
extractos del lipopolisacárido de la membrana 
externa en gel de poliacrilamida al 13,5%. 
Todas las líneas pertenecen a E. coli. 


Líneas: 

1, 8P; 2, 8N; 3, 2P; 4, 2N; 5, 2L 
6, 3P; 7, 3N; 8, 3L; 9, 1P; 10, 3P 
11,70:12, 116 
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1234567 8 910 11 


Figura 9.5. Perfiles electroforéticos de los 
extractos del lipopolisacárido de la membrana 
externa en gel de poliacrilamida al 13,5% (A), 
(B) y (C), y en gel de poliacrilamida al 13,5% 
con 20 mM de EDTA (D). 


(A) Líneas: 
1, Salmonella enteritidis 18P 
2, Salmonella enteritidis 18L 
3, Citrobacter freundii 13P 
4, Citrobacter freundii 13N 
5, Citrobacter freundii 13L 
6, Enterobacter cloacae 14P 
7, Enterobacter cloacae 14N 
8, Enterobacter cloacae 14L 


(B) 


(0) 


(D) 


9, Enterobacter cloacae 15P 
10, Enterobacter cloacae 15N 
11, Enterobacter cloacae 15L 


Líneas: 

1, Klebsiella pneumoniae16P 
2, Klebsiella pneumoniae 16N 
3, Klebsiella pneumoniae 16L 


Líneas: 
1, Citrobacter diversus 12P 
2, Citrobacter diversus 12N 


Líneas: 
1, Citrobacter diversus 12P 
2, Citrobacter diversus 12N 
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1234567 80910 11 12 


Figura 9.6. Perfiles electroforéticos de los 
extractos del lipopolisacárido de la membrana 
externa en gel de poliacrilamida al 13,5% 

Las líneas 1 a 6 y 10 a 12 pertenecen a E. coli. 
Las líneas 7 a 9 pertenecen a Klebsiella pneu- 
moniae. 


6P; 8, 16N; 9, 16L 
10, 4P; 11, 4N; 12, 4L 
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La frecuente agregación de los polímeros en 
los extractos de LPS, tanto de alto como de 
bajo peso molecular, hace difícil la caracte- 
rización de posibles cambios en ellos. En 
trabajos previos de otros autores se ha obser- 
vado que mínimas cantidades del LPS de E. 
coli (del orden de nanogramos) parecen 
formar multímeros, no asociados covalen- 
temente, en un geles que contengan un 0,1% 
de SDS o menos. Estos multímeros emigran 
más despacio que sus sustituyentes monomé- 
ricos, causando bandas anómalas que apare- 
cen o se solapan con las bandas del monóme- 
ro del antígeno O. Por lo tanto, en extractos 
de LPS sin fraccionar, una mejor disociación 
del LPS aportará una mejor resolución de las 
bandas del monómero de LPS (un patrón de 
bandas escalonado) haciendo más fácil la 
caracterización de LPS por SDS-PAGE y 
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tinción de plata. Los resultados del estudio 
realizado del LPS de E. coli en geles de 
poliacrilamida con diferentes concentraciones 
de SDS demostraron que el uso del 0,5% de 
SDS permitió una mejor separación de los 
monómeros de muestras del LPS de cepas de 
E. coli, tal como puede apreciarse en la figura 
9.1, permitiéndonos una mejor caracteriza- 
ción de los cambios del LPS que se asociaron 
al desarrollo de resistencia a quinolonas. Por 
otro lado, el EDTA también se ha descrito 
como un agente que puede disminuir la 
agregación del LPS aunque en este estudio el 
uso de EDTA no resultó en un claro patrón 
de bandas escalonado aunque hubo menos 
agregación de los polímeros de LPS de bajo 
peso molecular (core completo y moléculas 
del lípido A) que con el 0,5% de SDS, como 
puede apreciarse en las figuras 9.2 y 9.5 (D). 
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Estudios sobre permeabilidad y papel del transporte transmembrana protón dependiente 


Si el sistema de transporte transmembrana o 
expulsión activa requiere una energía que es 
suministrada por un gradiente electroquímico 
de protones, como por ejemplo la fuerza 
motriz protónica (PMF) con que funcionan la 
mayor parte de los sistemas de expulsión 
activa, podría ser inhibido por sustancias que 
bloquean dicho transporte electrónico como 
el cianuro o por agentes que despolarizan la 
membrana externa, destruyendo el gradiente 
electroquímico de protones, como el 
2,4-dinitrofenol (DNP) o el carbonil-cianuro- 


1.- Ensayos de acumulación en Escherichia 
coli y otras enterobacterias. 


2.- Detección de mutaciones en la ADN-girasa 
y topoisomerasa TV en las cepas de 
Escherichia coli. 


m-clorofenilhidrazona (CCCP). Este último 
destruye el gradiente de pH favoreciendo la 
acumulación de las fluoroquinolonas. 


El aumento del transporte transmembrana 
protón-dependiente en mutantes resistentes a 
quinolonas es una causa importante de resis- 
tencia, debido a que impide al aumento de la 
acumulación de la droga. 


En las siguientes tablas se presentan los datos 
de acumulación obtenidos en las cepas origen 
y mutantes de Escherichia coli ( tablas 69 a 
72) y otras enterobacterias (tablas 73 y 74). 
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Tomando el valor de 0,76 mg como el peso seco de 1 mil de suspensión bacteriana de DO=1,5 
P: Cepa Origen; N: Seleccionada a Norfloxacina; E: Seleccionado a Lomefloxacina, 

C: Seleccionado a Ceftazidima. 

—: Sin CCCP; +: con 50 uM de CCCP; +: con 100 uM de CCCP. 

Media de los valores obtenidos a los 5, 15 y 30 minutos del ensayo. 

Media de las desviaciones estándar observadas a los 5, 15 y 30 minutos. 
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> P: Cepa Origen; N: Seleccionada a Norfloxacina; L: Seleccionado a Lomefloxacina. 
—: Sin CCCP; +: con 50 uM de CCCP; $: con 100 uM de CCCP. 

* Media de los valores obtenidos a los 5 y 15 minutos del ensayo. 

4 Media de las desviaciones estándar observadas a los 5 y 15 minutos. 
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Este estudio fue realizado en la cepas de 
Escherichia coli para descubrir mutaciones 
en las subunidades GyrA y GyrB de la ADN- 
girasa, o en las subunidades ParC y ParE de 
la topoisomerasa IV, no encontrándose modi- 
ficaciones en la GyrB ni en ParE. Los resulta- 
dos de las mutaciones halladas en GyrA y 


ParC se exponen en la tabla 75. Este estudio 
fue realizado por el Dr. Joaquim Ruiz Bláz- 
quez bajo la dirección del Profesor Dr. Jordi 
Vila Estapé, ambos del Departamento de 
Microbiología del Hospital Clínic 1 Provin- 
cial de Barcelona. 


Realizado por el Dr. Joaquim Ruiz y el Servicio Científico y Técnico de la Universidad de 
Barcelona. 


> Aminoácidos que se expresan en los tipos salvajes de GyrA y ParC. 
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Estudio de susceptibilidades. 

Frecuencias de selección y susceptibilidad de las cepas 
mutantes. 

Papel de la permeabilidad en el desarrollo de 
resistencia a quinolonas. 

Papel de la permeabilidad en el desarrollo de 


resistencia a otros antimicrobianos. 
Papel de los sistemas de expulsión activa. 


Actividad de la ADN-girasa y topoisomerasa IV, 
Clasificación de los mutantes. 

Cambios en la expresión de las porinas. 
Filamentación y selección con CAZ, 

Ventajas del uso de 0,5% de SDS en los geles de 
poliacrilamida para separación del LPS de 
enterobacterias. 


Como resultado del estudio de susceptibili- 
dad de 110 cepas de E. coli aisladas en el 
Servicio de Microbiología del Hospital Insu- 
lar de Gran Canaria, durante el período de 
1992-1993, se observó que el 100% de dichas 
cepas fue sensible a la norfloxacina, lomeflo- 
xacina, ciprofloxacina, temafloxacina y 
ofloxacina, en tanto que el porcentaje de 
cepas sensibles al ácido pipemídico sólo fue 
del 99,1% y del 97,3% al ácido nalidíxico. La 
quinolona más efectiva fue la ciprofloxacina 
con una CMI,¿=0,06 mg/l, una CML,=0,06 
mg/l y un rango de 0,06-0,25 mg/l; le siguió 
en actividad la ofloxacina y temafloxacina, 
ambas con una CMI,,=0,06 mg/l, una 
CMLo¿=0,06 mg/l y un rango de 0,06-0,5 
mg/l; y la norfloxacina y lomefloxacina, 


ambas con una CMI,=0,06 mg/l, una 
CML,=0,12 mg/l y un rango de 0,06-1 mg/l. 
Del conjunto de las 110 cepas de E. coli 
estudiadas sólo cuatro cepas se mostraron 
resistentes al ácido nalidíxico, las denomina- 
das 1P, 5P, 7P y 10P. La CMI del ácido 
nalidíxico fue >512 mg/l frente a las tres 
primeras, aunque fueron sensibles al resto de 
quinolonas, excepto al ácido pipemídico 
(CMI=38-16 mg/l). Sin embargo, la CMI de la 
lomefloxacina (CMlI=1 mg/l) frente a estas 
cepas estuvo muy cerca del punto de corte 
considerado según las normas del NCCLS 
[98, 336, 337]. De igual manera, la cepa 5P, 
manifestó un nivel de sensibilidad bajo para 
la norfloxacina (CMI=0,5 mg/l, la ofloxaci- 
na (CMIZ0,5 mg/l) y la temafloxacina 
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(CMIZ0,5 mg/l). Sin embargo, la cepa 10P, 
aunque fue resistente al ácido nalidíxico 
(CMIS32 mg/l), también se mostró muy 
sensible al resto de quinolonas, en especial a 
la ciprofloxacina y temafloxacina (CM1=0,06 
mg/l) y menos a la ofloxacina (CMI-0,5 
mg/). La CMIs, y CML, del ácido nalidíxico 
frente a las restantes 106 cepas (CMI,=2 
mg/l, CML,=4 mg/l) es coincidente con los 
valores descritos en el estudio de J. A. 
García-Rodríguez y cols. en 1990 sobre 126 
cepas de E. coli de origen clínico [157]. 
También en sendos estudios llevados a cabo 
por Cantón y cols. entre 1989 y 1990 [76, 77] 
sobre cepas de E. coli de origen clínico, la 
quinolona más efectiva de las ensayadas fue 
la ciprofloxacina, sin embargo, la CMI, 
encontrada por ellos fue inferior 
(CMI,,=0,007 mg/D) a la hallada en este 
trabajo de tesis. 


Asimismo, en el estudio de J. A. García 
Rodríguez y cols. de 1990 [157], ciprofloxa- 
cina fue la quinolona más activa de las ensa- 
yadas sobre 126 cepas de E. coli estudiadas, 
aunque al igual que en el caso anterior su 
CML, fue menor (CMlI;/¿<0,008 mg/l) que la 
encontrada en este estudio. En el estudio 
llevado a cabo por Cantón y cols. [76, 77], a 
la ciprofloxacina le siguió en orden de activi- 
dad la ofloxacina, al igual que en nuestro 
estudio, pero también con una CMI, inferior 
(CMl1;s,=0,03 mg/l) a la hallada en este traba- 
jo. De forma similar, en el estudio de García 
Rodríguez y cols. [157], le siguieron en orden 
de actividad la ofloxacina y la norfloxacina 
por igual, con la misma CML,, encontrada en 
este trabajo de tesis, 


En los estudios llevado a cabo por Cantón y 
cols. [76, 77], a la ciprofloxacina y ofloxaci- 
na, siguió en orden de actividad la norfloxaci- 
na, al igual que en este estudio y con una 
CM, igual a la encontrada aquí y a la reco- 
gida en el trabajo de García Rodríguez y cols. 
[157] 


CAPÍTULO 11 : DISCUSIÓN 


Los trabajos de Cantón y cols. [76, 77] tam- 
bién contemplan la lomefloxacina 
(CML,=0,06 mg/l y CML,=0,25 mg/l) que, 
según su actividad, quedó por detrás de las ya 
mencionadas fluoroquinolonas pero con una 
actividad similar a la encontrada en este 
trabajo de tesis. 


Aunque ya en un estudio de Pérez Trallero y 
cols. [380], realizado entre los años 1989 y 
1993 en E. coli aisladas de infecciones urina- 
rias en la provincia de Guipúzcoa, los porcen- 
tajes de resistencia a quinolonas son superio- 
res a los descritos en el presente estudio. En 
concreto, 6-7% de resistentes al ácido nalidí- 
xico, 18% de resistentes al ácido pipemídico, 
8,4% de resistentes a norfloxacina y 7,1% de 
resistentes a ciprofloxacina, frente al 5,8% de 
resistentes al ácido nalidíxico, 5% de resis- 
tentes al ácido pipemídico y 0% de resisten- 
tes a norfloxacina o ciprofloxacina encontra- 
dos en los aislamientos clínicos de E. coli 
estudiadas en este trabajo de tesis. Asimismo, 
en dicho estudio de Pérez Trallero y cols., se 
aprecia un incremento de resistencia a la 
ciprofloxacina en E. coli desde el 0,8% en 
1989 hasta el 7,1% en 1992. 


También en el estudio multicéntrico realizado 
por J. A García-Rodríguez y cols., en 1995 
[156] sobre 2.426 aislados clínicos de bacte- 
rias gramnegativas pertenecientes a pacientes 
de 18 hospitales españoles en Marzo de 1992, 
sólo el 92% de las cepas de E. coli fueron 
sensibles a ciprofloxacina. Esto difiere de los 
valores encontrados en nuestro estudio para 
dicha quinolona, a la que todas las cepas 
estudiadas en esta tesis se mostraron sensi- 
bles y de un trabajo previo [157] en que la 
sensibilidad a la ciprofloxacina es del 100% 
(rango <0,008-0,06). Esta diferencia podría 
estar relacionada con el uso clínico más 
extendido de la ciprofloxacina en el año 
1995. 


En un estudio multicéntrico posterior realiza- 
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do por K. Colom y cols. en 1995 [98], duran- 
te los meses de enero a marzo de 1994, con 
ofloxacina y ciprofloxacina, sobre 2.931 
cepas de E. coli aisladas en 12 hospitales 
españoles, se encontró que, durante el perío- 
do de 1994, la ofloxacina fue la quinolona 
más activa sobre las cepas de E. coli (84,2% 
de cepas sensibles), superando a la ciproflo- 
xacina (30,9% de cepas sensibles). Sin em- 
bargo, los niveles de susceptibilidad recogi- 
dos en un trabajo previo del mismo grupo 
(correspondientes a 1992 y 1993) son más 
cercanos a los observados en las 110 cepas de 
E. coli aisladas para el desarrollo de esta 
tesis. 

Concretamente, se hallaron sensibles el 
90,8% de las cepas de E. coli aisladas en 
1993 y el 93,9% de las cepas aisladas en el 
año 1992, lo que supone un alto número de 
cepas susceptibles a la ciprofloxacina, al 
igual que ocurre en este trabajo de tesis en el 
que el 100% de las cepas de E. coli, también 
aisladas en 1992, fueron susceptibles a la 
ciprofloxacina. 


En otro estudio posterior realizado por J. 1. 
Cardenal y cols. en 1996 sobre resistencia de 
E. coli a quinolonas en la provincia de Cáce- 
res, se encontró que el porcentaje de resisten- 
cias a ciprofloxacina había aumentado desde 
un 11,1% en 1993 hasta un 21% en 1995 
[78]. 


Asimismo, en otro estudio multicéntrico más 
reciente (1998) realizado a nivel nacional por 
M. Gobernado y cols. [172], y J. Álvarez y 
cols. [23] sobre cepas de E. coli, el 18% fue 
resistente a la ciprofloxacina, presentando 
ésta una CML,=32 mg/l semejante a los 
valores encontrados por K. Colom y cols [98] 
en 1995, o por J. 1. Cardenal y cols. [78] en 
1996 en Cáceres. 


En otros trabajos, realizados entre 1992 y 
1994, también se ha descrito que la quinolona 
de mayor actividad fue la ciprofloxacina 


(227, 415, 458] seguida de la tosufloxacina 
[332], ofloxacina [332, 415, 458], temafloxa- 
cina [458] y norfloxacina [332]. 

Uno de los últimos estudios, sobre 400 cepas 
de E. coli aisladas en Barcelona, ha sido 
realizado en 1999 por J. Gómez Martínez y 
cols [176]. Según sus resultados, la CML, de 
ciprofloxacina fue de 32 mg/l, presentándose 
un 24% de cepas resistentes. Valores simila- 
res presentó la esparfloxacina. 


Los estudios previamente comentados refle- 
jan un aumento progresivo de la resistencia a 
las fluoroquinolonas que va desde el 1,2% de 
cepas resistentes en 1989 hasta el 18% en 
1996 [23] y el 24% en 1999 [176]. 
Asimismo, el 100% de las 110 cepas de £. 
coli estudiadas en esta tesis fueron sensibles 
acefazolina, cefotaxima, ceftazidima, ceftria- 
xona, cefpiroma, cefoxitina e imipenem, 
mientras que sólo el 0,9% fue resistente a 
ceftizoxima y cefixima. Los valores de CMly, 
encontrados en esta tesis fueron similares a 
los valores encontrados por otros autores 
[177, 375, 460]. Igual ocurrió en los estudios 
posteriores realizados en 1998 por M. Gober- 
nado y cols. [172], y J. Álvarez y cols. [23] 
en los que se valoró la susceptibilidad de 
1.289 cepas de E. coli frente a cefoxitina, 
cefotaxima, ceftazidima y cefepima, presen- 
tando todas ellas una CML¿= 1 mg/l y obser- 
vándose una resistencia del 3% de las cepas 
a la cefoxitina y del 0% a las otras tres cefa- 
losporinas. 


Vemos pues, por los estudios que se han 
realizado a lo largo de estos años, que no han 
variado sustancialmente las resistencias de 
las cepas de E. coli a las diferentes cefalos- 
porinas estudiadas. 


En cuanto a las cefalosporinas utilizadas en 
este estudio de tesis, la más activa fue la 
ceftizoxima, pero si tenemos en cuenta el 
conjunto de los B-lactámicos, el más activo 
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fue el meropenem con una CML,¿=0,0035 
mg/l. Asimismo, la tetraciclina, gentamicina, 
tobramicina, amikacina y mitomicina C 
fueron moderadamente activas, en tanto que 
todas las cepas fueron resistentes a la acrifla- 
vina, novobiocina y bromuro de etidio. 
Respecto a la sensibilidad presentada por las 
cepas origen de otras enterobacterias tratadas 
en nuestro estudio, podemos mencionar lo 
siguiente: 


La cepa de Citrobacter diversus 12P se 
mostró muy sensible a todas las fluoroquino- 
lonas ensayadas, excepto al ácido nalidíxico 
(CMÍ=3 mg/l. 

En el estudio realizado por García-Rodríguez 
y cols. en 1990 [157] se encontró que, sobre 
42 aislados clínicos de Citrobacter spp., la 
quinolona más activa fue la ciprofloxacina 
(con una CMI,,=0,01 mg/l, una CML,=0,12 
mg/l y un rango de CMI<0,008-8 mg/l) segui- 
da de la ofloxacina y la norfloxacina, cuyas 
actividades coinciden con las alcanzadas en 
la cepa 12P del presente estudio. 

En el estudio multicéntrico realizado por K. 
Colom y cols. en 1993 [98], llevado a cabo 
durante los meses de enero a marzo de 1994 
e incluyendo los resultados para los años 
1992 y 1993, nos encontramos, para el año 
1994, con valores de sensibilidad a la ofloxa- 
cina del 96,9% y del 93,7% a la ciprofloxaci- 
na, en tanto que el valor de CML,, de la oflo- 
xacina, entre los diferentes centros, osciló 
entre <0,06-16 mg/l; oscilando el valor de la 
CMl;y de la ciprofloxacina entre <0,03-8 
mg/l. Para los años 1993 y 1992 los valores 
de sensibilidad a la ofloxacina llegaron al 
100%, al igual que los encontrados en el 
presente estudio. 

Resultados similares nos ofrecen otros auto- 
res donde siempre aparece la ciprofloxacina 
como la quinolona más activa frente a C. 
diversus [146, 332, 415, 4591. 


La cepa de Citrobacter freundii 13P se 


mostró sensible a todas las quinolonas 
(CMI<0,5 mg/l), en especial a ciprofloxacina 
y ofloxacina (CMI=0,06 mg/l) y menos para 
norfloxacina y lomefloxacina (CMIZ0,5 
mg/D). Asimismo se mostró muy sensible al 
imipenem (CMI20,12 mg/). También se 
mostró muy sensible a la cefalosporina de 4* 
generación ensayada (CMI=0,06 mg/l para la 
cefpiroma), bastante sensible (CMI<0,5 mg/l) 
a las cefalosporinas de 3* generación ensaya- 
das (cefixima, cefotaxima, ceftazidima, 
ceftizoxima y ceftriaxona), siendo las más 
activas la cefotaxima y ceftizoxima con una 
CMI-0,12 mg/l; pero resistente a la cefalos- 
porina de 2* generación (CMI de cefoxiti- 
na=64 mg/l) y a la de 1* generación (CMI de 
cefazolina=16 mg/l) ensayadas. Sin embargo, 
estas CMls son menores a las encontradas 
para las mismas cefalosporinas en un estudio 
multicéntrico europeo de 1993 [375, 4601. 
Igualmente, la cepa 13P, se encontró sensible 
tanto al ácido nalidíxico (CMI<8 mg/l) como 
al ácido pipemídico (CMI=4 mg/l). 

En el estudio realizado por Cantón y cols. en 
1989 [76] sobre 25 aislados clínicos de Citro- 
bacter freundii, la quinolona más activa fue 
también la ciprofloxacina (con una 
CML;s,=0,007 mg/l, una CML,=0,03 mg/l y un 
rango de 0,007-1 mg/l) seguida de la norflo- 
xacina, ofloxacina y lomefloxacina, cuyas 
actividades coinciden con las alcanzadas por 
dichas fluoroquinolonas en la cepa 13P del 
presente estudio. 

Estos datos también están en concordancia 
con el estudio posterior que hicieron E. 
Cantón y cols. en 1992 [77]. 

En el estudio realizado por J. A. García- 
Rodríguez y cols. en 1990 [157] también se 
encontró que, sobre 42 aislados clínicos de 
Citrobacter spp., la quinolona más activa fue 
también la ciprofloxacina (con una 
CMLz=0,01 mg/l, una CMLy=0,12 mg/l y un 
rango de <0,008-8 mg/l) seguida de la ofloxa- 
cina y la norfloxacina. Las sensibilidades 
mostradas por las cepas de dicho estudio 
también coinciden con la mostrada por la 
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cepa Citrobacter freundii 13P estudiada en 
esta tesis. 

En el estudio multicéntrico realizado por K. 
Colom y cols. en 1995 [98], nos encontramos 
para el año 1994 con mayores valores de 
CMls de las fluoroquinolonas en C. freundii, 
mostrando la ofloxacina una CML, =0,5->64 
mg/l y la ciprofloxacina una CML, =0,06-64 
mg/l. El número de cepas sensibles a la oflo- 
xacina fue del 81,2%, en tanto que el 73,9% 
se mostró sensible a la ciprofloxacina. En 
cambio el 95,2% de las cepas de C. freundii 
aisladas en 1993 se mostró sensible a la 
ofloxacina, así como el 96,8% de las cepas 
aisladas durante 1992, valores que están más 
en concordancia con nuestros hallazgos para 
el mismo período 1992-1993 y para la cepa 
Citrobacter freundii 13P (sensibilidad 
100%). 


En otros estudios multicéntricos posteriores 
realizados en 1998 por M. Gobernado y cols. 
[172], y J. Álvarez y cols. [23], la CML, de 
ciprofloxacina observada en 46 cepas de C. 
freundii fue de 0,25 mg/l y su nivel de sus- 
ceptibilidad del 93%. 

Resultados similares encontramos en otros 
trabajos relacionados [227, 332, 415, 458]. 
Como se puede observar por estos últimos 
estudios, la susceptibilidad de las cepas de 
esta especie a las fluoroquinolonas ha ido 
disminuyendo ligeramente desde 1992 
(96,8%) a 1998 (93%). 


Las cepas de Enterobacter cloacae 14P y 
15P mostraron una alta sensibilidad a todas 
las fluoroquinolonas ensayadas con una CMI 
< 0,12 mg/l, mientras que las CMIs del ácido 
nalidíxico y del ácido pipemídico fueron algo 
superiores (CMI < 2 mg/l), lo que coincide 
con los resultados de otros estudios coetáneos 
[76, 77, 157]. 

Así, en el estudio realizado por E. Cantón y 
cols. en 1989 [76] sobre 53 aislados clínicos 
de Enterobacter spp., de los cuales 18 fueron 


E. cloacae, la quinolona más activa fue 
también la ciprofloxacina (con una 
CMIs/=0,03 mg/l, una CML,=0,5 mg/l y un 
rango de 0,15-1 mg/l) seguida de la norfloxa- 
cina, ofloxacina y lomefloxacina, cuyas 
actividades coinciden con las alcanzadas en 
las cepas del presente estudio. 

Estos datos también están en concordancia 
con el estudio posterior que hicieron E. 
Cantón y cols. en 1992 [77]. 

En el estudio realizado por J.A. García-Ro- 
dríguez y cols. en 1990 [157] sobre 42 aisla- 
dos clínicos de Enterobacter sp., se encontró 
que la quinolona más activa fue también la 
ciprofloxacina (con una CML¿<0,008 mg/l, 
una CML,=0,12 mg/l y un rango de 
<0,008-0,25 mg/l) y que, en las cepas de este 
género, la sensibilidad a las restantes quino- 
lonas corno norfloxacina, ofloxacina y ácido 
nalidíxico coinciden con las sensibilidades 
alcanzadas por las cepas de E. cloacae de 
nuestro estudio. 

En el estudio multicéntrico realizado por K. 
Colom y cols. en 1995 [98], nos encontramos 
que, para el año 1994, los valores de CMI de 
las fluoroquinolonas frente a las cepas de E. 
cloacae fueron ligeramente superiores a los 
encontrados en el presente estudio, mostran- 
do la ciprofloxacina una CMI; <0,03-0,25 
mg/l y la ofloxacina una CML, =0,06-1 mg/l. 
El número de cepas sensibles a la ofloxacina 
fue del 98,4%, en tanto que el 95,1% se 
mostró sensible a la ciprofloxacina. En cam- 
bio, el 95,3% de las cepas de E. cloacae 
aisladas en 1993 se mostró sensible a la 
ofloxacina, así como el 97,4% de las cepas 
aisladas durante 1992, valores que, aunque 
continúan siendo ligeramente inferiores, 
están más en concordancia con los resultados 
de esta tesis para el mismo período 1992- 
1993 y para las cepas Enterobacter cloacae 
14P y Enterobacter cloacae 15P (sensibilidad 
100%). 

En otros estudios multicéntricos posteriores 
realizados en 1998 por M. Gobernado y cols. 
[172], y J. Álvarez y cols. [23], en 95 cepas 


O Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004 


pág. 284 


de E. cloacae, la CML, de ciprofloxacina 
observada fue de 0,25 mg/l y el nivel de 
susceptibilidad a esta fluoroquinolona del 
96%. 

Resultados similares encontramos en trabajos 
de otros autores [227, 332, 415, 458]. 

Como se puede observar por estos últimos 
estudios, la susceptibilidad a la ofloxacina de 
las cepas de Enterobacter cloacae aisladas en 
hospitales españoles, disminuyó de 1992 
(97,4%) a 1993 (95,3%) pero aumentó desde 
1993 (95,3%) a 1994 (98,4%), en tanto que la 
susceptibilidad a la ciprofloxacina aumentó 
ligeramente desde 1994 (95,1%) a 1998 
(96%). 

Por su parte, de los antibióticos P-lactámicos 
ensayados el imipenem fue el más activo, al 
que las cepas 14P y 15P fueron muy sensi- 
bles. En este sentido, la resistencia a imipe- 
nem y también a cefalosporinas de amplio 
espectro descrita en cepas de E. cloacae se ha 
asociado a la pérdida de la porina F [4, 90, 
99, 109, 131, 398, 456, 467, 468] junto a la 
hiperproducción de P-lactamasas clase C, tal 
como se ha demostrado en estudios de otros 
autores [99, 106, 131, 178, 303, 327, 334, 
345, 352, 444, 456, 463, 467, 468]. Hay que 
tener en cuenta que una permeabilidad redu- 
cida a dichos antibióticos facilita la acción de 
este tipo de fB-lactamasas sobre las moléculas 
de cualquier antibiótico f-lactámico que 
penetre en el espacio periplásmico bacteria- 
no. Asimismo, la hiperproducción de este 
tipo de cefalosporinasas por sí misma puede 
ser causa de resistencia a cefalosporinas de 
amplio espectro, aunque no a carbapenemas, 
como se ha constatado también en otros 
trabajos previos [303, 451, 452]. Éste podría 
ser el caso de la cepa E. cloacae 15P, resis- 
tente a todas las cefalosporinas ensayadas (a 
diferencia de la cepa 14P que sólo fue resis- 
tente a las cefalosporinas de 1* y 2” genera- 
ción). Aunque la posible implicación de una 
permeabilidad reducida, en la resistencia de 
la cepa 15P a las cefalosporinas será analiza- 
da más detenidamente en apartados posterio- 
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La cepa de Klebsiella pneumoniae 16P se 
mostró muy sensible a todas las quinolonas 
(CMI=0,06 mg/l) excepto a la temafloxacina 
que quedó en el límite de sensibilidad 
(CMl=1 mg/l). Asimismo, se mostró muy 
sensible al imipenem (CMI=0,12 mg/l), muy 
sensible a la cefpiroma (CMI20,12 mg/l) y 
bastante sensible a las cefalosporinas de 3* 
generación (CMI<2 mg/l), siendo las más 
activas la ceftazidima, ceftizoxima y ceftria- 
xona (con una CMI=0,06 mg/l). De igual 
forma, se mostró sensible para las cefalospo- 
rinas de 1* y 2* generación ensayadas (CMl=2 
mg/l para la cefazolina y cefoxitina). Asimis- 
mo, esta cepa se mostró sensible tanto al 
ácido nalidíxico (CMI=0,25 mg/l) como al 
ácido pipemídico (CMI=0,25 mg/l). 

En el estudio realizado por E. Cantón y cols. 
en 1989 [76] sobre 35 aislados clínicos de 
Klebsiella spp., de los cuales 21 fueron K. 
pneumoniae, la quinolona más activa fue 
también la ciprofloxacina (con una 
CML;,=0,03 mg/l, una CML,=0,06 mg/l y un 
rango de 0,015-0,25 mg/l) seguida de la 
lomefloxacina, ofloxacina y norfloxacina, 
cuyas actividades coinciden con las alcanza- 
das por las misma quinolonas sobre la cepa 
del presente estudio. 

Estos datos también están en concordancia 
con el estudio posterior que hicieron E. 
Cantón y cols. en 1992 [77]. 

En el estudio realizado por J. A. García- 
Rodríguez y cols. en 1990 [157] sobre 63 
aislados clínicos de K. pneumoniae, se en- 
contró que la quinolona más activa fue tam- 
bién la ciprofloxacina (con una CMI¿<0,008 
mg/l, una CMIy,=0,12 mg/l y un rango de 
<0,008-0,5 mg/l), y que la sensibilidad a las 
restantes quinolonas como ofloxacina y 
norfloxacina coinciden con las sensibilidades 
de la cepa Klebsiella pneumoniae 16P del 
presente estudio, en tanto que para el ácido 
nalidíxico encontraron un nivel menor de 
sensibilidad (CMI=4 mg/l, una CML,=128 
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mg/l y un rango de 2-> 128 mg/l) en el trabajo 
citado que el valor encontrado para la misma 
quinolona (CMI=0,25 mg/l) en la cepa 16P. 

Aunque en el estudio multicéntrico realizado 
por K. Colom y cols. en 1995 [98], nos en- 
contramos, para el año 1994, con valores de 
CMlISs de las fluoroquinolonas para K. pneu- 
moniae ligeramente superiores alos encontra- 
dos en el presente estudio. Sin embargo, los 
valores de CMÍs encontrados por otros auto- 
res [227, 332, 415, 458] resultan similares a 
los observados en la cepa Klebsiella pneumo- 
niae 16P, aislada en el mismo período 1992- 
1993. 


En otros estudios multicéntricos posteriores 
realizados en 1998 por M. Gobernado y cols. 
[172], y J. Álvarez y cols. [23], la CMI,p de 
ciprofloxacina observada en 151 cepas de K. 
pneumoniae fue de 0,12 mg/l y su nivel de 
susceptibilidad del 96%. 

Como se puede observar por estos últimos 
estudios, la susceptibilidad de las cepas de K. 
pneumoniae a las fluoroquinolonas ha ido 
disminuyendo desde 1992 (98,5%) [98] a 
1998 (96%) [23, 172]. 


La cepa de Proteus vulgaris 17P, al igual que 
las descritas en otros estudios [76, 77, 157] 
de la misma época en que se aisló esta cepa, 
se mostró muy sensible a las fluoroquinolo- 
nas estudiadas (CMI<0,12 mg/l). Tanto en 
esos estudios [76, 77, 157] como en el de este 
trabajo de tesis, la ciprofloxacina fue la 
fluoroquinolona más activa seguida de la 
norfloxacina, ofloxacina y lomefloxacina. 
Las quinolonas más antiguas como el ácido 
nalidíxico y el ácido pipemídico fueron algo 
menos activas sobre la cepa 17P (CMlI=4 
mg/l) como lo fueron también en las cepas 
descritas en estudios previos [76, 77, 157]. 

Asimismo, en el estudio multicéntrico reali- 
zado por K. Colom y cols. en 1995 [98], nos 
encontramos para el año 1994, en P. vulgaris, 
con unos valores de CMlLy, <0,03-32 mg/l 
para la ciprofloxacina y CMLy <0,06-16 mg/l 
para la ofloxacina, valores que coinciden con 
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el encontrado en el presente estudio. Según 
este estudio de K. Colom y cols., el número 
de cepas sensibles a la ofloxacina fue del 
93,5%, en tanto que el 90,3% se mostró 
sensible a la ciprofloxacina. En cambio, el 
97,9% de las cepas de aisladas en 1993 se 
mostró sensible a la ofloxacina, así como el 
100% de las cepas aisladas durante 1992. Los 
mencionados valores de CMI para ciprofloxa- 
cina y ofloxacina coinciden con los valores 
encontrados en la cepa de Proteus vulgaris 
17P, aislada en el mismo período 1992-1993. 
Resultados similares encontramos en trabajos 
coetáneos de otros autores [227, 332, 415]. 
Como se puede observar en el estudio de K. 
Colom y cols. en 1995 [98], el número de 
cepas de P. vulgaris resistentes a las quinolo- 
nas aumentó de 1992 a 1994. 

Asimismo, la susceptibilidad de la cepa 17P 
a cefalosporinas de 2*, 3* y 4” generación 
ensayadas coincide con las descripciones de 
otros autores sobre susceptibilidad a 
B-lactámicos en cepas de Proteus vulgaris de 
origen clínico. Por su parte, la resistencia a 
cefazolina (cefalosporina de l* generación) es 
común sobre todo en cepas de enterobacterias 
productoras de cefalosporinasas cromosómi- 
cas inducibles como es el caso de Proteus 
vulgaris [70, 71, 279, 500]. 


La cepa de Salmonella enteritidis 18P, al 
igual que las descritas en otros estudios [76, 
77, 157] de la misma época en que se aisló 
ésta cepa, se mostró muy sensible a todas las 
fluoroquinolonas estudiadas (CMI<0,12 
mg/l). Tanto en esos estudios [76, 77, 157] 
como en el de este trabajo de tesis, la cipro- 
floxacina fue la fluoroquinolona más activa 
seguida de la ofloxacina, norfloxacina y 
lomefloxacina. Las quinolonas más antiguas, 
como el ácido nalidíxico y el ácido pipemídi- 
co, fueron algo menos activas (CMI<8 mg/l) 
sobre la cepa 18P como lo fueron también en 
las cepas descritas en estudios previos [76, 
77, 157). 

Asimismo, en el estudio multicéntrico reali- 
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zado por K. Colom y cols. en 1995 [98], nos 
encontramos para el año 1994, en Salmone- 
lla spp., con valores de CMIy, <0,06-0,25 
mg/l para la ciprofloxacina y de CMI 
<0,06-2 mg/l para la ofloxacina, valores que 
también coinciden con los encontrados en el 
presente estudio sobre la cepa 18P. Resulta- 
dos similares encontramos en trabajos coetá- 
neos de otros autores [227, 332]. 

En otros estudios multicéntricos posteriores 
realizados en 1998 por M. Gobernado y cols. 
[172], y J. Álvarez y cols. [23], la CML, de 
ciprofloxacina observada en 60 cepas de 
Salmonella spp. fue de 0,25 mg/l y el nivel de 
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susceptibilidad a esta fluoroquinolona del 
93%. 

Como se puede observar por estos últimos 
estudios, el porcentaje de cepas susceptibles 
a las fluoroquinolonas en Salmonella spp. ha 
ido disminuyendo desde 1992 (100%) [98] 
hasta 1998 (93%) [23, 172]. 

Asimismo, la susceptibilidad de la cepa 18P 
a cefalosporinas de 1%, 2?, 3? y 4* generación 
ensayadas coincide con las descripciones de 
otros autores sobre susceptibilidad a 
B-lactámicos en cepas de Salmonella spp. de 
origen clínico. 
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En las cepas de E. coli seleccionadas con 
quinolonas, se obtuvo una mayor frecuencia 
de selección con lomefloxacina (7-10% — 
1-10), que con norfloxacina (6-10% — 
7-107%. Ambas frecuencias son similares a 
las encontradas en £. coli por otros autores 
[196, 223, 479, 480]. 

Estas frecuencias de selección fueron coinci- 
dentes con las CMÍs de los agentes selectivos 
ya que el rango de CMI, así como las CMI, 
y CML de la lomefloxacina, fueron superio- 
res en el conjunto de las cepas de E. coli 
origen (1P a 10P) que las de la norfloxacina 
sobre el mismo grupo de cepas. 


Por el contrario, en las otras enterobacterias 
estudiadas (cepas 12P a 18P) se obtuvo ma- 
yor frecuencia de selección con la norfloxaci- 
na (4-10* — 1-107), que con la lomefloxacina 
(8-10 — 9-10), alcanzando en las cepas 
Enterobacter cloacae 14L, K. pneumoniae 
16L y K. pneumoniae 16N niveles de resis- 
tencia 512 veces superiores a los de la cepa 
origen y llegando a presentar una CMI=128 
mg/l de lomefloxacina o norfloxacina las 
cepas E. cloacae 15N y K. pneumoniae 16N. 


En este contexto, las frecuencias de selección 
de norfloxacina sobre otras especies de ente- 
robacterias fueron coincidentes con los resul- 
tados de Watanabe y cols. 1990 [480]. Estas 
frecuencias de selección fueron coincidentes 
con los valores de CMI de los agentes selecti- 
vos y estuvieron en el mismo rango que los 
hallados en trabajos previos de otrós autores 
'[479, 4301. 


La frecuencia de selección con ceftazidima, 
en las cepas de E. coli, estuvieron en el mis- 


mo rango que las obtenidas con NOR y LMF 
en las cepas origen de dicha especie bacteria- 
na. 


Tanto los mutantes de E. coli seleccionados 
con norfloxacina (NOR) como los selecciona- 
dos con lomefloxacina (LME) aumentaron su 
resistencia simultáneamente a todas las fluo- 
roquinolonas ensayadas. El desarrollo de 
resistencias cruzadas entre quinolonas y, 
sobre todo, entre fluoroquinolonas en cepas 
de enterobacterias o entre bacilos gramnegati- 
vos en general, ha sido ampliamente demos- 
trado en trabajos previos [20, 37, 196, 458, 
4801. 

El estudio estadístico de este hecho en la 
población de mutantes de E. coli de esta tesis, 
mediante el análisis de la correlación por el 
método de Spearman, demostró una alta 
correlación entre las CMls presentadas por 
los mutantes frente al resto de quinolonas, 
apreciándose un rango de r=0,45-0,97. Aun- 
que el índice de correlación de Spearman 
entre las CMÍSs de las fluoroquinolonas en los 
mutantes fue mayor que entre cualquier 
nueva fluoroquinolona y antiguas quinolonas 
corno el ácido nalidíxico o el ácido pipemídi- 
co, la explicación de este hecho debe residir 
tanto en el diferente efecto de un mismo 
mecanismo de resistencia frente a unas y 
otras quinolonas, como en las características 
físicas de las moléculas que pueden dificultar 
su acción. En este sentido, las fluoroquinolo- 
nas (pero no el ácido nalidíxico) han sido 
reconocidas como sustratos de una bomba de 
expulsión activa en E. coli, el sistema AcrAB 
[292, 293, 328, 343, 357, 441, 454]. Asimis- 
mo, la hidrofobicidad de la molécula de ácido 
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nalidíxico con respecto a las fluoroquinolo- 
nas ensayadas dificulta más su penetración 
incluso en cepas sin deficiencia de porinas 
[204, 220, 221]. 

En todos los mutantes seleccionados con 
norfloxacina O lomefloxacina se aprecia 
también un aumento simultáneo de la resis- 
tencia a diversos antibióticos B-lactámicos, 
cuyo valor de CMI,, se ve incrementado 
hasta en 8 veces (cefoxitina, cefotaxima y 
meropenem) y a otros antimicrobianos como 
mitomicina-C (CML, x 8) y novobiocina 
(CML, x 16), lo que es frecuente en mutantes 
que desarrollan altos niveles de resistencia a 
fluoroquinolonas. Por lo tanto, se puede decir 
que son mutantes con fenotipos de múltiple 
resistencia a antimicrobianos [96, 173, 298, 
3571. Diversos factores han sido involucrados 
en el desarrollo de resistencia en este tipo de 
mutantes en E. coli (mutantes Mar), tales 
como la expresión del sistema de expulsión 
activa AcrAB [8, 89, 95, 96, 328, 343, 355, 
357, 441, 454] y la expresión disminuida de 
la porina EF [8, 89, 96, 97]. La participación 
de estos mecanismos en los mutantes estudia- 
dos será analizada en apartados posteriores. 


Por el contrario, todos los mutantes seleccio- 
nados, presentan una disminución de la resis- 
tencia para otros antimicrobianos como los 
aminoglucósidos que ven reducida su CML, 
a la mitad. Aunque este incremento de sus- 
ceptibilidad podría tener su origen en cam- 
bios en la composición del lipopolisacárido 
asociados al desarrollo de altos niveles de 
resistencia a fluoroquinolonas que podrían 
afectar a la penetración de aminoglucósidos, 
tal como se ha descrito previamente en cepas 
de E. coli y otras bacterias gramnegativas 
[65, 190, 313, 397]. 

De igual forma, hay que destacar la correla- 
ción entre las CMÍSs de las cepas selecciona- 
das a norfloxacina y las CMls de otros anti- 
microbianos, siendo interesante señalar una 
alta correlación entre las CMlTs de norfloxaci- 
na y de cefalotina (r=0,73), así como entre las 
CMlIs de norfloxacina y de novobiocina 
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(1=0,72). Este resultado podría tener su 
explicación en que tanto la cefalotina como la 
novobiocina comparten sistema de expulsión 
activa con las fluoroquinolonas [8, 292, 293], 
además de la influencia que tendría la pérdida 
de expresión de la porina F tanto en la pene- 
tración de cefalotina como de las fluoroqui- 
nolonas ensayadas como han descrito traba- 
jos previos [75, 96, 204, 220, 221, 329, 383]. 
Asimismo, respecto a la correlación entre las 
CMis de las cepas seleccionadas a la lomeflo- 
xacina y las CMls de otros antimicrobianos, 
hay que señalar una alta correlación entre las 
CMISs de la lomefloxacina con la ticarcilina 
(1=0,71), ceftazidima (r=0,65), imipenem 
(r=0,64) y ceftizoxima (r=0,64). Indicando 
quizás la pérdida de la porina F en varias de 
las cepas seleccionadas con lomefloxacina, o 
bien la existencia de bombas de expulsión 
activa comunes para estos antimicrobianos, lo 
que será analizado en posteriores apartados. 
De igual forma, en el desarrollo de este tipo 
de mutantes de E. coli multirresistentes obte- 
nidos en este trabajo de tesis, el aumento de 
los niveles de resistencia a otros antimicro- 
bianos que también son sustratos del sistema 
de expulsión activa AcrAB, como la tetraci- 
clina y la acriflavina, podría justificarse 
mediante la participación de este tipo de 
mecanismo de resistencia [173, 298, 301, 
335, 357, 370, 38531. 


Por otra parte, las cepas mutantes de otras 
especies de enterobacterias seleccionadas con 
norfloxacina (NOR) o lomefloxacina (LMF) 
también aumentaron su resistencia simultá- 
neamente a todas las fluoroquinolonas, como 
también se puede observar en trabajos pre- 
vios [20, 37, 196, 458, 480]. Tanto la CMI de 
norfloxacina como de lomefloxacina aumen- 
taron en un rango de 32 a 512 veces en las 
cepas mutantes seleccionadas con estos 
antimicrobianos [20, 37, 458, 480). 


En el estudio de la población de mutantes de 
Otras enterobacterias de esta tesis, se observó 
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una alta relación entre las CMIs presentadas 
por los mutantes al conjunto de quinolonas. 
Las diferencias entre unas y otras debe resi- 
dir, al igual que ocurre en el caso de las cepas 
de E. coli, en las diferencias existentes en el 
efecto de los mecanismos de resistencia 
frente a unas y otras quinolonas, así como en 
las características químicas diferenciales de 
cada una de las moléculas de antimicrobiano. 
Hay que señalar que, al igual que en las cepas 
de E. coli se ha descrito el sistema de expul- 
sión activa AcrAB, deben de existir otros 
sistemas similares en las otras especies de 
enterobacterias. De hecho, un sistema de 
bomba de expulsión activa AcrAB se ha 
identificado también en Salmonella typhimu- 
rium [343]. 


En todos los mutantes de otras especies de 
enterobacterias diferentes de E. coli, seleccio- 
nados con norfloxacina o lomefloxacina, se 
apreció también un aumento simultáneo de la 
resistencia a diversos antibióticos 
B-lactámicos, cuyo valor de CMI, se vió 
incrementado hasta en 8 veces. Esto es fre- 
cuente en mutantes con fenotipos de múltiple 
resistencia a antimicrobianos y que podrían 
deberse a la acción de los sistemas de expul- 
sión activa homólogos del sistema AcrAB de 
E. coli [8, 232, 233, 328, 343], así como a la 
disminución de permeabilidad por disminu- 
ción de la expresión de porinas homólogas a 
la porina F de E. coli [8, 109, 232, 258, 259, 
269, 306, 484], lo que es concordante con los 
resultados del estudio de correlación. La 
participación de estos mecanismos en los 
mutantes estudiados será analizada en aparta- 
dos posteriores. 

Asimismo, los mutantes desarrollados tras 
selección con ceftazidima también presenta- 
ron fenotipos de múltiple resistencia, inclu- 
yendo quinolonas, P-lactámicos, tetraciclina 
y aminoglucósidos, por lo que la disminución 
de la permeabilidad de su membrana externa 
por pérdida de la porina EF, y la posible impli- 
cación de sistemas de expulsión activa, po- 
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drían estar presentes en estos mutantes '[83, 
84, 317, 327]. 


A la vista de los resultados comentados, está 
claro que, tanto en los mutantes desarrollados 
in vitro a partir de aislamientos clínicos de 
diferentes especies de enterobacterias, corno 
en los aislamientos resistentes descritos por 
otros autores en años posteriores (1994- 
1999), es común el fenotipo de resistencia 
múltiple a antimicrobianos, tanto bajo la 
presión selectiva de fluoroquinolonas como 
de otros agentes antimicrobianos [97, 109, 
164, 355, 387, 397]. Estos fenotipos de resis- 
tencia a múltiples antimicrobianos suelen con 
frecuencia asociarse a altos niveles de resis- 
tencia a quinolonas [8, 109, 173, 217, 220, 
298, 355, 387, 487], tal como se ha observa- 
do en los mutantes resistentes objeto de esta 
tesis. 

Como confirmación de este hecho, algunos 
autores se han encontrado en los cuatro 
últimos años con aislamientos clínicos, no 
sólo en humanos sino también en animales, 
con niveles de resistencia a quinolonas simi- 
lares (CMI de ciprofloxacina > 8 mg/l) [26], 
(CMI de ciprofloxacina y esparfloxacina de 
hasta 16 mg/l en pollos) [43] o claramente 
superior (CMI de ciprofloxacina de hasta 128 
mg/l) [120, 135, 413, 470], (CMI de norflo- 
xacina y pefloxacina de hasta 128 mg/l y de 
ofloxacina de hasta 32 mg/l en pollos) [43], a 
las que presentan las cepas mutantes seleccio- 
nadas en esta tesis a esos antimicrobianos; 
incluso, en otros estudios, se han llegado a 
aislar mutantes in vitro con muy altos grados 
de resistencia a quinolonas (CMI de ofloxaci- 
na =3000 mg/l) [449]. 7 
En este contexto, tanto en esta tesis como por 
otros autores, se ha confirmado que los meca- 
nismos que han dado lugar al desarrollo de 
resistencias a fluoroquinolonas in vitro son 
los que están dando lugar al desarrollo de 
resistencias en enterobacterias in vivo a lo 
largo de los últimos años, es decir, mutacio- 
nes en las topoisomerasas bacterianas [43, 57, 
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115, 120, 135, 195, 263, 354, 384, 414, 465, 


470, 472, 483], expresión de las bombas de 


expulsión activas [8, 26, 135, 168, 232, 233, 
296, 298, 305, 328, 343, 355, 357, 370, 385, 


El papel de las proteínas y del lipopolisacári- 
do de la membrana externa en el desarrollo 
de resistencia a quinolonas se estudió me- 
diante la comparación de los distintos mutan- 
tes con sus cepas origen. El análisis en geles 
de poliacrilamida con dodecil-sulfato-sódico 
y urea reveló que el incremento de resistencia 
a quinolonas se asoció a la falta de expresión 
de la porina F de £. coli en once de los die- 
ciocho mutantes seleccionados con norfloxa- 
cina o lomefloxacina (las cepas 1N, 2N, 2L, 
3N, 3L, 4L, SN, SL, 8N, 9L y 10N). Asimis- 
mo, los mutantes 1N y 9L no expresaron una 
banda electroforética de movilidad similar a 
la porina C de E. coli KL16 [221]. En este 
contexto, trabajos previos han demostrado 
cómo diferentes mutaciones tales como marA 
[8, 96, 97, 321], soxQ1 [8, 89, 321], nfxB, 
cefxB1 (221, 3211, nixC1 (2211,...reducen la 
expresión del gen ompF tras la transcripción 
y que esta reducción es debida a la expresión 
del locus micF' que codifica una cadena de 
ARN complementaria al ARN mensajero de 
omprF [8, 96, 97, 180, 221]. Sin embargo, la 
pérdida de expresión de la porina F no siem- 
pre estuvo acompañada de un decremento 
apreciable en la acumulación de norfloxacina 
en la célula bacteriana. Sólo ocho de los once 
mutantes que no expresaron la porina F (las 
cepas 1N, 2N, 2L, 4L, SN, SL, 8N y 9L) 
mostraron una menor acumulación de norflo- 
xacina que las respectivas cepas origen. Las 
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441, 454, 480] y disminución en la expresión 
de porinas [S, 75, 232, 296, 298, 305, 329, 
385, 480]. 


cepas 3N, 3L y 10N no mostraron menor 
acumulación que sus cepas origen a pesar de 
perder la expresión de la porina F. La expli- 
cación de este último hallazgo podría residir 
en el bajo nivel de acumulación de norfloxa- 
cina que ya presentaban previamente sus 
cepas origen. En concreto, las cepas 3P y 10P 
mostraron un nivel medio de norfloxacina 
acumulada que fue 11% y 42% respectiva- 
mente de lo que en las mismas condiciones 
de experimentación acumuló la cepa E. coli 


_KL16 [204]. Posiblemente ambas cepas 


origen disponen de mecanismos que ya se 
han descrito previamente en cepas de E. coli 
[204, 292, 293, 346, 370] y que expelen la 
norfloxacina al exterior, ya que ambas, como 
el resto de las nueve cepas de E. coli origen 
de este trabajo de tesis, no presentaban pérdi- 
da de expresión de la porina F. En este senti- 
do, la activación de los sistemas de expulsión 
activa bacterianos ha sido implicada en el 
desarrollo de resistencia a quinolonas en £. 
coli y otras especies bacterianas [204, 292, 
293, 298, 357]. Asimismo, es frecuente en- 
contrar la coincidencia de varios mecanismos 
como causas del desarrollo de resistencia a 
fluoroquinolonas tanto en E. coli como en 
otras enterobacterias. Diversos autores han 
propuesto la hipótesis de que el desarrollo de 
alto nivel de resistencia a fluoroquinolonas 
(como es el caso de los mutantes de E. coli 
estudiados en este trabajo de tesis) implican 
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la presencia de mutaciones que afecten a 
varios loci cromosómicos, comprometiendo 
tanto genes estructurales como reguladores 
[135, 184, 355]. Este es un hallazgo que 
frecuentemente se presenta tanto en aisla- 
mientos clínicos como en cepas resistentes 
desarrolladas in vitro y tanto en E. coli [135, 
221,355] como en otras enterobacterias [168, 
290, 296, 414]. 

Por otra parte, otros autores han descrito la 
asociación de cambios en la expresión del 
lipopolisacárido de la membrana externa con 
el desarrollo de resistencia a quinolonas en 
enterobacterias [135, 203, 326]. Se ha pro- 
puesto que el nivel de expresión del antígeno 
O podría influir en la penetración de quinolo- 
nas con mayor coeficiente de partición a 
través de la membrana externa [64, 2031, 
como sería el caso del ácido nalidíxico de 
manera que un incremento de expresión en 
las cadenas laterales hidrofílicas de dicha 
macromolécula dotaría de una mayor hidrofi- 
licidad a la membrana externa bacteriana, 
dificultando la penetración de moléculas que 
utilicen esta vía” [64, 203]. Por el contrario 
una pérdida de expresión del antígeno O, y 
por tanto un fenotipo rugoso, como el que 


pág. 291 


encontramos en las cepas 5P, SN, 6P, 8P y 
10N [135], contribuiría a la mejor penetra- 
ción de la molécula de ácido nalidíxico en la 
célula bacteriana de E. coli [203, 326]. En 
este contexto, las cepas 5N y 10N de forma 
similar a los mutantes de E. coli conocidos 
como NorC [135, 326], mostraron un fenoti- 
po de lipopolisacárido rugoso, la pérdida de 
expresión de la porina F y un nivel de acu- 
mulación de norfloxacina menor del 50% que 
el nivel acumulado por la cepa E. coli KL16 
(cepa sensible utilizada como control en este 
trabajo de tesis). Sin embargo, no todos los 
autores están de acuerdo en el posible papel 
del LPS en el desarrollo de resistencia a 
quinolonas. En cualquier caso, lo que sí 
parece cierto, es que mutaciones conducentes 
a cambios en la expresión del AgO aparecen 
con cierta frecuencia asociadas al desarrollo 
de altos niveles de resistencia a fluoroquino- 
lonas [135, 326]. De todas formas, lo más 
común entre los dieciocho mutantes de E. 
coli estudiados fue el fenotipo de LPS liso y 
la ausencia de cambios en el LPS con respec- 
to alas respectivas cepas origen coincidiendo 
con resultados de otros trabajos previos 
[135]. 
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La pérdida de expresión de la porina FE que 
experimentaron algunos mutantes resistentes 
a quinolonas indudablemente debió influir en 
la penetración de antibióticos como cefaloti- 
na o cefoxitina y otras cefalosporinas cuya 
difusión relativa a través de esta porina es 
notable [506]. En este sentido, las cepas 
mutantes 1N, 2N, 2L, 3N, 3L, 4L, 5N, SL, 
8N, 9N, 9L y 10N que perdieron la expresión 
de la porina F no sólo experimentaron un 
incremento de resistencia a quinolonas sino 
también a las cefalosporinas ensayadas; como 
por ejemplo, los incrementos de hasta 32 
veces de las CMÍs de la cefalotina y la cefo- 
xitina. Sin embargo, la pérdida de la porina F 
en la cepa control £. coli JEF703 sólo resultó 
en un incremento de 4 veces la CMI de la 
cefoxitina respecto a la cepa control E. coli 
KL16 [329]. De acuerdo con los resultados 
de estudios previos sobre influencia de la 
porina F y de la porina C de E. coli en el 
desarrollo de resistencia a P-lactámicos, 
incrementos superiores a 4-8 veces en la CMI 
de B-lactámicos como la cefoxitina o cefaloti- 
na [329, 345, 347] se explican sólo por la 
simultánea coincidencia de otros mecanismos 
de resistencia [347] desarrollados por los 
mutantes a la vez que la pérdida de la porina 
F, por ejemplo la expresión de sistemas de 
expulsión activa para f-lactámicos [345, 
346]. 

Por otra parte, tanto los B-lactámicos como 
otras moléculas penetran en mayor o menor 
grado a través de la porina C de E. coli según 
las características de su molécula [506]. El 
papel de la pérdida de ambas porinas en el 
desarrollo de resistencia a antibióticos 
B-lactámicos se aprecia mejor si comparamos 
el incremento de las CMI de diferentes 
B-lactámicos en los mutantes seleccionados 
con quinolonas 1N y 9L. Ambas cepas mos- 
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traron una pérdida simultánea en la expresión 
de las porinas F y C. La falta de expresión de 
ambas porinas en la cepa mutante 1N deter- 
minó probablemente, que las CMÍs de cefalo- 
tina y cefoxitina fueran superiores en la cepa 
1N que en la 1L. Sin embargo, la cepa mutan- 
te 1L a pesar de mostrar el mismo perfil 
electroforético en sus proteínas de membrana 
externa que su cepa origen 1P, fue 2-8 veces 
más resistente a las cefalosporinas ensayadas 
que dicha cepa origen. Por su parte, la cepa 
9L fue más resistente a cefoxitina que la 9N 
(aunque no a cefalotina), resultado que pro- 
bablemente fue determinado por la coinciden- 
cia de ausencia de porinas F y C en dicha 
cepa (9N no expresó sólo la porina F). 

En cualquier caso, los dieciocho mutantes 
seleccionados con fluoroquinolonas incre- 
mentaron su resistencia a los B-lactámicos 
ensayados: 2-16 veces a ceftazidima, 2-32 
veces a cefotaxima y 2-32 veces a cefoxitina, 
a pesar de que sólo once de ellos mostraron la 
falta de expresión de la porina F y de la 
porina C en dos casos. En consecuencia, es 
probable que en estos mutantes puedan estar 
actuando mecanismos que expelen dichos 
antibióticos al exterior celular, aumentando 
con ello la resistencia de esos mutantes a 
dichos antimicrobianos. En este sentido, la 
cefalotina ha sido descrita como sustrato del 
sistema de expulsión activa AcrAB en E. coli 
[292, 293, 357]. Asimismo, diferentes cefa- 
losporinas han sido identificadas como sus- 
tratos de bombas de expulsión activa en otras 
bacterias gramnegativas [346, 370]. 

Por otro lado, los tres mutantes seleccionados 
con ceftazidima, no expresaron la porina F, lo 
que podría explicar, en parte, su incremento 
de resistencia no sólo a f-lactámicos, sino 
también a quinolonas y tetraciclina '[83, 84, 
317, 3271. 
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Por otra parte, el estudio de la acumulación 
celular de norfloxacina demostró que las 10 
cepas origen mostraron un menor nivel de 
acumulación que la cepa E. coli KL16 a pesar 
de que todas ellas expresaron la porina F. En 
concreto, siete de las cepas origen acumula- 
ron menos del 50% de la norfloxacina que 
acumuló en las mismas condiciones la cepa 
sensible utilizada como control (£. coli 
KL16). Este hallazgo es concordante con los 
resultados de otros estudios en los que aisla- 
mientos clínicos susceptibles a quinolonas ya 
presentan defectos en la acumulación de 
norfloxacina [196, 298]. En este sentido, la 
adición de 50 ó 100 uM de CCCP resultó en 
un incremento de la acumulación de norflo- 
xacina en todas las cepas origen estudiadas, 
a excepción de las cepas 2P, 3P y 4P, indi- 
cando que el transporte transmembrana 
protón dependiente estaba determinando, al 
menos en parte, la menor acumulación de 
norfloxacina de siete cepas origen (1P, SP, 
6P, 7P, 8P, 9P y 10P) debido al efecto del 
CCCP, tal como describen trabajos previos 
[135, 357]. 

También, en once de las cepas mutantes 
estudiadas se observó una menor acumula- 
ción de norfloxacina que en las cepas origen 
aunque en tres de ellas (6N, 6L, 9N) no se 
asoció a la pérdida de la porina F. En estas 
tres últimas cepas la presencia de CCCP 
condujo a un nivel de acumulación que fue 
cuando menos el doble que el obtenido sin la 
presencia del inhibidor del gradiente protóni- 
co transmembrana, confirmando la participa- 
ción de la expulsión activa en el desarrollo de 
resistencia a norfloxacina en estos tres mu- 
tantes. En el resto de los mutantes selecciona- 
dos, a excepción de las cepas 3N, 3L y 4N, la 


presencia del transporte transmembrana 
protón dependiente también contribuyó al 
desarrollo de su resistencia a norfloxacina ya 
que la presencia del CCCP aumentó en todos 
ellos el nivel de acumulación de dicha fluoro- 
quinolona. Este efecto fue especialmente 
notable en doce de las cepas mutantes (1N, 
1L, 2L, 4L, 5N, 5L, 6L, 8N, 9N, 9L, 10N) en 
las que la presencia de CCCP resultó en un 
nivel de acumulación de norfloxacina 2-6 
veces superior. 

En dos de las cepas mutantes (3N, 3L) no se 
demostró la presencia de un transporte trans- 
membrana protón dependiente de norfloxaci- 
na dado el nulo efecto del CCCP en sus 
respectivos niveles de acumulación de norflo- 
xacina, sin embargo no puede descartarse la 
presencia de otro tipo de bombas de expul- 
sión activa no protón dependiente que pudie- 
ran determinar su bajo nivel de acumulación 
tanto en ellas como en su cepa origen 3P. En 
este sentido, además de los sistemas de trans- 
porte transmembrana protón dependientes, se 
han descrito transportadores dependientes de 
ATPasas [301, 370]. 


Por su parte, también las cepas 1C ,7C y 11C 
mostraron un fenotipo de múltiple resistencia 
a antimicrobianos, incluyendo no sólo 
P-lactámicos sino también a quinolonas, 
tetraciclina, acriflavina y CCCP, todos ellos 
identificados como sustratos de sistemas de 
expulsión activa en E. coli '[83, 84, 317, 
3271. 

Los transportadores transmembrana protón- 
dependientes generalmente actúan como 
mecanismos complementarios en el desarro- 
llo de resistencia a antimicrobianos. Estos 
sistemas suelen transportar diferentes sustra- 
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tos y en muchas ocasiones antimicrobianos 
de diferente tipo, tal es el caso de AcrAB de 
E. coli (incluyendo quinolonas, fB-lactámicos, 
cloranfenicol, rifampicina, acriflavina) [292, 
293, 357, 364]. Además es característica en 
los mutantes con fenotipos de resistencia 
múltiple a antibióticos, la expresión de bom- 
bas de expulsión activa; tal es el caso de los 
mutantes Mar de E. coli. Estos mutantes son 
resistentes a fluoroquinolonas merced a una 
deficiente permeabilidad de su membrana 
externa por la falta de la porina F, sumado a 
un incremento de la expulsión activa [8, 96], 


- . y no es difícil encontrarlos en aislamientos 


clínicos [298], así como entre mutantes resis- 
tentes desarrollados in vitro [96, 196]. Asi- 
mismo, el fenotipo Mar está ligado a la 
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hiperexpresión del operón acrAB [8, 357]. 
También se ha evidenciado la presencia de 
sistemas de expulsión activa en otras especies 
de enterobacterias asociados a la expresión 
de fenotipos de resistencia múltiple y a la 
expresión de homólogos de marA (el activa- 
dor del operón marAB) [8, 164, 258, 259, 
269, 269, 301]. En este trabajo de tesis, todos 
los mutantes desarrollados tanto de E. coli 
como de otras especies, presentaron fenotipos 
de resistencia múltiple a quinolonas, 
P-lactámicos y otros antimicrobianos ensaya- 
dos, por lo que es posible que en todos ellos 
se esté manifestando la expresión de marA 
así como de genes homólogos de este activa- 
dor en las cepas mutantes seleccionadas de 
otras especies de enterobacterias. 
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El análisis de los cambios operados en las 
secuencias de aminoácidos de las subunida- 
des de topoisomerasas reveló que la sustitu- 
ción de Ser-83 por Leu en la subunidad GyrA 
de la ADN-girasa fue la mutación más fre- 
cuentemente identificada, lo que coincide con 
los resultados de otros autores [135, 187, 
196, 359, 385, 472]. Las catorce cepas resis- 
tentes a las quinolonas y las cepas origen 1P, 
5P y 7P con dicha mutación, mostraron un 
alto nivel de resistencia al ácido nalidíxico 
(CMI > 128 mg/l), así como a la ciprofloxaci- 
na y norfloxacina (CMIs > 0,25 mg/l), coinci- 
diendo con trabajos anteriores [135, 472]. 
Por su parte, la sustitución de la Ser-83 por 
Ala en la ADN-girasa se asoció a una menor 
CMI del ácido nalidíxico y fluoroquinolonas 
que la sustitución de la Ser83 por Leu. Es 
posible que esta sustitución aminoacídica, a 
pesar de estar localizada en la región del gen 
gyrA determinante de resistencia a quinolo- 
nas, no conduzca al mismo nivel de resisten- 
cia que la sustitución de Serg83 por Leu. 
- Aunque la cepa 10P sí presentó un mayor 
nivel de resistencia a las quinolonas ensaya- 
das que el resto de las seis cepas origen que 
no mostraron ninguna mutación en las topoi- 
somerasas [187]. Asimismo, la cepa 10L 
mostró una mutación que resulta de la susti- 
tución de Ala-83 por Val, aunque la cepa 10P 
ya presentara una sustitución de la Ser-83 por 
Ala, descrita en un trabajo previo [187]. La 
presencia de esta nueva mutación en la cepa 
10L se asoció a un mayor nivel de resistencia 
a fluoroquinolonas que la presencia de la 
mutación Ser83 por Ala en su cepa origen, no 
obstante la implicación del transporte trans- 
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membrana protón dependiente de fluoroqui- 
nolonas en la cepa 10L, que quedó demostra- 
da en el apartado de resultados sobre los 
ensayos de acumulación de esta tesis, tam- 
bién contribuyó al nivel de resistencia obser- 
vado en ella a las quinolonas. 


Por otra parte, el mismo fenotipo en la ADN 
girasa y topoisomerasa IV tanto en la cepa 
10N como en la cepa 10L, con respecto a su 
cepa origen en la región determinante de 
resistencia a quinolonas de la ADN girasa, no 
supuso el mismo nivel de resistencia a quino- 
lonas en ambos mutantes. Por lo que el mayor 
nivel de resistencia a quinolonas observado 
en la cepa 10N con respecto a la cepa 10P 
pudo deberse también a un transporte trans- 
membrana protón dependiente incrementado 
(demostrado previamente para la norfloxaci- 
na en el capítulo de resultados). En este 
contexto, la importancia de los sistemas de 
expulsión activa en el desarrollo de resisten- 
cia a fluoroquinolonas en E. coli se ha vincu- 
lado a la expresión de sistemas como AcrAB, 
entre otros [345, 346, 357, 370]. Otro tipo de 
mutación en GyrA fue la expresada en las 
cepas ÓN y 6L (Asp87 >Asn) que también 
resultó en un importante incremento de resis- 
tencia a quinolonas, tal como otros autores 
han descrito [359]. En este sentido, se ha 
descrito la combinación de mutaciones en 
gyrÁ y parC en cepas de E. coli con una 
hiperexpresión de marA asociados a un alto 
nivel de resistencia a fluoroquinolonas [355]. 
Asimismo, la presencia de una segunda 
mutación (Serg0 >-Arg) en la secuencia 
aminocídica de ParC en la cepa 5N no estuvo 
asociada con una mayor CMI de norfloxacina 
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que la observada en la cepa 5L. 

Por otro lado, la ausencia de cambios en las 
subunidades GyrB y ParE corroboran los 
resultados de trabajos anteriores [301, 472], 
que muestran que las mutaciones en los genes 
gyrB y parE no juegan un papel importante 


en la adquisición de resistencia a quinolonas, 
aunque otros estudios [57, 135] sí atribuyan 
un papel más importante en la resistencia a 
quinolonas a las mutaciones en dichos genes 
gyrB y part. 
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Según el papel de expresión de la OmprF y el 
transporte activo protón-dependiente en el 
desarrollo de resistencia a quinolonas, los 
mutantes en este estudio han sido clasificados 
en cinco grupos diferentes: 


Primer Grupo — Formado por las cepas 1N, 
2N, 2L, 4L, 5N, SL, 8N y 9L. En este grupo 
la falta de OmpF fue asociada con una dismi- 
nución de la acumulación de norfloxacina, 
presentando además una expulsión activa 
incrementada de la mencionada quinolona, 
todo lo que pudo contribuir al aumento de la 
resistencia a norfloxacina y a otras quinolo- 
nas, en estos ocho mutantes, con respecto a 
sus cepas origen. Asimismo, el efecto de la 
segunda mutación (en ParC), en cuanto al 
nivel de resistencia a norfloxacina en la cepa 
5N, puede haber sido equilibrado por la 
mayor acumulación de esta fluoroquinolona 
en la cepa SN que en la cepa SL [135, 196, 
326, 472]. 


Segundo Grupo — Formado por las cepas 
6N, 6L y 9N. En este grupo la pérdida de la 
porina OmpF no está asociada con la dismi- 
nución de la acumulación de norfloxacina, 
como ocurre en el grupo anterior. La dismi- 
nución de la acumulación de norfloxacina 
debido al incremento de la expulsión activa, 
sumado a la presencia de la mutación en la 
ADN-girasa, serían los responsables del 
incremento del nivel de resistencia a fluoro- 
quinolonas en los mutantes de este grupo con 
respecto a sus cepas origen. La presencia de 
ambos mecanismos en las cepas ÓN y 6L, 
que presentaron el mismo cambio (Asp-87 
por Asn) en la subunidad GyrA que la cepa 
de E. coli N113 descrita por Oram y cols. 
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[359], podría explicar que las CMIs de las 
quinolonas ensayadas sean más altas en las 
cepas 6L y ÓN que las descritas previamente 
en la cepa N113 [359]. 


Tercer Grupo — Este grupo constituido por 
las cepas 3N, 3L y 10N se caracterizó por la 
pérdida de expresión de la porina F. Sin 
embargo, esta pérdida de expresión, no estu- 
vo asociada con una disminución significati- 
va de la acumulación de norfloxacina que 
alcanzó un nivel similar al de las respectivas 
cepas origen. Asimismo, la presencia de 
CCCP no resultó en un incremento de dicha 
acumulación en las cepas 3N y 3L, por lo que 
la mutación en la subunidad A de la ADN 
girasa observada en las cepas 3N y 3L debió 
ser determinante para el incremento de resis- 
tencia de estos dos mutantes a las quinolonas 
ensayadas. Aunque no debió ser el único 
mecanismo implicado, ya que mutaciones 
únicas similares a las encontradas en las 
cepas 3N y 3L se han asociado en estudios 
previos [135, 385, 472] a CMls de ciproflo- 
xacina no superiores a 0,25 mg/l, frente a los 
4-8 mg/l en estos dos mutantes. Sin embargo, 
sí se constató una acumulación de norfloxaci- 
na en la cepa origen 3P, muy inferior a la 
usualmente detectada en cepas sensibles de 
E. coli, tal como E. coli KL16 [204]. Este 
defecto acumulativo no parece ser debido a 
un incremento del transporte transmembrana 
dependiente de protones (ya que un inhibidor 
de este tipo de transportadores no modificó el 
nivel de norfloxacina acumulada en 3P, 3N o 
3L) [135, 370], aunque no se puede excluir la 
implicación de algún sistema transportador 
no dependiente de protones [370]. Por tanto, 
a la vista de los resultados, el nivel de resis- 
tencia alcanzado en los mutantes 3N y 3L 


O Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004 


pág. 298 


CAPÍTULO 11 : DISCUSIÓN 


sería debido a la mutación en la ADN girasa 
cuyo efecto fue multiplicado por el bajo nivel 
de acumulación que ya habían heredado estos 
mutantes de su respectiva cepa origen [135, 
385]. 

En cuanto a la cepa 10N que sí se mostró 
sensible al efecto del CCCP en su capacidad 
de acumular norfloxacina, tanto la presencia 
de una incrementada expulsión activa protón- 
dependiente de quinolonas, como la mutación 
en el gen gyrA y la defectuosa acumulación 
de norfloxacina heredada de la cepa 10P, 
fueron los factores determinantes de su nivel 
de resistencia a quinolonas. 


Cuarto Grupo — Formado por la cepa 4N. 
La acumulación disminuida de norfloxacina 
que se demostró en la cepa origen 4P con 
respecto a la cepa sensible KL16, pudo con- 
ducir a un alto nivel de resistencia a fluoro- 
quinolonas, cuando se combinó con una 
sustitución Ser-83 por Leu, en la subunidad 
GyrA en la cepa 4N. 


Quinto Grupo — Formado por las cepas 


1L, 7L y 10L. En este grupo el incremento de 
la CMI a la norfloxacina (4-32 veces), con 
respecto a las cepas origen 1P, 7P y 10P, 
parece estar determinado por la presencia de 
una acumulación disminuida de fluoroquino- 
lonas. La adición de 50 ó 100 uM de CCCP 
produjo un incremento de acumulación de 
norfloxacina de 62% al 80% en las cepas 1L 
y 10L y del 17% en la cepa 7L. Estos resulta- 
dos coinciden con mayores CMIs de norflo- 
xacina en las cepas 1L y 10L que en la cepa 
TL con respecto a sus cepas origen. 


Hay que añadir además que todo este grupo 
de mutantes presentó un incremento de la 
resistencia a tetraciclina y/o a cefalotina 
concomitantemente con un aumento de la 
CMI del ácido nalidíxico. Estos agentes 
antimicrobianos han sido descritos como 
sustratos del sistema de reflujo AcrAB en E. 
coli [357, 370], por lo que la sobreexpresión 
del sistema AcrAB podría explicar la multi- 
rresistencia mostrada por las cepas 1L, 7L y 
10L. 
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1” grupo: 
1N, 2N, 
2L, 4L, 
5N 1, SL, 
8N, 9L 


2” grupo: 
ÓN, 6L, 9N 


3” grupo: 
3N, 3L, 10N * 


5” grupo: 
1L, 7L, 10L 


211+0/211x0 
143+9/143+9 


744/1080 
96:6/99+8 


24+2/274 


147 +4 / 19956 


40 +4 /52+3 


85+4/108+0 
: 143 +12 /205+11 


854/1080 
3P: 24+1/26:2 


10P: 88-16/1711+1 


4P: 242/2754 


1P: 74+4/108+0 
TP: 1582 /205 + 12 
10P: 88+16/171+1 


1L: 
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ps 
0 
a 


5712 /133%5 


30 +1/88=+1 
614/1272 


13 =2/33%6 


38 +2 /231x+10 
24 +1/87:+5 


30 +1/178x%0 


27x0/92:0 


103 +9 /203 +9 
72 :5/180+13 


20 +1/40%+0 


2511/2532 
23 :13/27+1 


: 8411 /198+ 19 


36 :3/312+1 


75:x4/135+0 


7L:199 + 12 / 233 + 14 


10L: 81+9/131%1 


“ OmpF* = expresión de la porina F, OmpF” = déficit de la porina F. 


b 


30 minutos. 


x = Media de los niveles de norfloxacina acumulados según medidas realizadas a los 5, 15 y 


* 34 = Media de los niveles de norfloxacina acumulados según medidas realizadas a los 5, 15 
y 30 minutos en presencia de 50 JM de CCCP (carbonil-cianuro de m-clorofenilhidrazona). 


“ Cepas con fenotipo similar al de los mutantes NorC (LPS rugoso y OmpF”). 
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Los mutantes seleccionados de las cepas 
origen 12P, 13P, 14P, 15P, 16P, 17P y 18P 
mostraron una resistencia aumentada a quino- 
lonas, B-lactámicos y tetraciclina. El desarro- 
llo del fenotipo de múltiple resistencia a 
antibióticos en mutantes Mar en E. coli se ha 
asociado frecuentemente a la reducción de 
OmprF [8]. Los mutantes Mar desarrollan 
resistencia a fluoroquinolonas debido a la 
disminución de permeabilidad por el efecto 
combinado de dos mecanismos: la falta de 
expresión de OmpF y la presencia de siste- 
ma/s de expulsión activa [8, 89, 96, 97, 180, 
221, 321]. Igualmente, otros homólogos de 
mar se han identificado en Salmonella typhi- 
murium [8], Klebsiella pneumoniae [8, 164], 
Proteus vulgaris [8, 232] y Enterobacter 
cloacae [8, 258, 259, 269, 269, 387]. Asimis- 
mo, estudios previos describen el desarrollo 
de mutantes Mar en E. coli y otras enterobac- 
terias después de la selección con norfloxaci- 
na o ciprofloxacina [96]. No obstante, la 
pérdida de expresión de la porina F en mutan- 
tes de E. coli como la de porinas con similar 
función en las cepas de Enterobacter cloa- 
cae, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris 
y Salmonella enteritidis fue más frecuente en 
mutantes seleccionados con norfloxacina que 
con lomefloxacina. En este sentido, todos los 
mutantes obtenidos como resultado del uso 
de la norfloxacina como agente selectivo en 
las cepas de E. cloacae y K. pneumoniae (las 
cepas 14N y 16N ) no expresaron la porina F. 


Tanto la cepa Citrobacter diversus 12N 
como la cepa Citrobacter freundii 13N 
mostraron una disminuida expresión de 
sendas proteínas de la membrana externa , de 
47 KDa de peso molecular aparente en geles 
de poliacrilamida con urea (42 kDa en geles 
de poliacrilamida sin urea), que en la cepa 
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13N se asoció a un menor nivel de norfloxa- 
cina pero no en la cepa 12N. Coincidiendo 
con estos resultados, hay descripciones pre- 
vias de mutantes de la especie C. freundii 
resistentes a quinolonas con pérdida de una 
proteína de membrana externa (PME) similar 
a la identificada como ausente en la cepa 
13N, y que también se asoció a menor acu- 
mulación de norfloxacina al igual que en la 
cepa 13N [18]. También la pérdida de una 
PME similar se ha asociado al desarrollo de 
resistencia a P-lactámicos en aislamientos 
clínicos de C. freundii [294]. 


Por otra parte, los mutantes de Enterobacter 
cloacae 14N y 14L presentaron una notable 
pérdida de expresión de una proteína de 
37-38 kDa (de peso molecular aparente en 
geles de poliacrilamida sin urea) respecto de 
su cepa origen 14P. La falta de expresión de 
esta proteína, de movilidad electroforética 
similar a la OmpF descrita en trabajos pre- 
vios sobre E. cloacae, pudo contribuir a la 
disminución de acumulación de norfloxacina 
observada en las cepas 14N y 14L respecto 
de la cepa 14P, tal como han descrito otros 
autores [168, 290]. Este hecho, junto al efec- 
to del CCCP en el nivel de la norfloxacina 
acumulada tanto en 14N como 14L, demues- 
tra un papel importante de los mecanismos de 
transporte transmembrana protón-dependien- 
tes en la resistencia a quinolonas en ambas 
cepas [8, 168, 290, 296]. La pérdida de 
expresión de la porina F ha sido frecuente- 
mente vinculada al desarrollo de resistencia 
a quinolonas [168, 290, 387] y también a 
carbapenemas y otros antibióticos 
B-lactámicos en E. cloacae [398]. Asimismo, 
al igual que en £. coli la porina C, la porina 
D de E. cloacae parece jugar un papel menos 
importante en la difusión de antibióticos 
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P-lactámicos en la célula de E. cloacae [99, 
109, 269, 398, 484]. De igual manera, la 
pérdida de expresión de la porina E en las 
cepas 14N y 14L, también pudo contribuir a 
incrementar sus niveles de resistencia a los 
antibióticos B-lactámicos ensayados como 
ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona y cefti- 
zoxima a los que la cepa origen era sensible, 
así como a la cefalotina y cefoxitina, tal 
como se ha descrito en previos trabajos para 
cepas de E. cloacae deficientes en porina F 
[99, 109, 269, 398, 484]. 

Asimismo, la cepa 14N tampoco expresó otra 
proteína mayor de la membrana externa de 
39-40 kDa (peso molecular aparente en geles 
de poliacrilamida sin urea) que sí expresó la 
cepa origen y también la cepa mutante 14L. 
La deficiencia de esta proteína quizás tam- 
bién pudo contribuir a determinar las CMIs 
de los diferentes antibióticos P-lactámicos en 
esta cepa. En este sentido se ha descrito que 
la porina D, de 40 kDa [340], de E. cloacae 
podría tener algún papel en la difusión de 
antibióticos f-lactámicos, aunque de menor 
importancia que la porina F [99, 109, 269, 
398, 434]. 

De igual forma, en ambos mutantes, el incre- 
mento de resistencia a cefalosporinas fue 
concomitante con el incremento de la CMI de 
tetraciclina; antimicrobiano que es sustrato 
común de diferentes sistemas de expulsión 
activa identificados en bacterias gramnegati- 
vas [346, 370], por lo que no se puede excluir 
la participación de algún sistema de expul- 
sión activa en la susceptibilidad disminuida a 
B-lactámicos en ambos mutantes. El posible 
efecto de estos sistemas de transporte trans- 
membrana sumado al déficit de porina F en 
ambos mutantes 14N y 14L favorecería la 
acción de las f'-lactamasas presentes en estas 
cepas en la hidrólisis e inactivación de molé- 
culas de antibióticos f-lactámicos [4, 84, 
345, 398]. 

Asimismo, la cepa 14L, a diferencia de las 
cepas 14P y 14N, incrementó la expresión de 
una proteína de 40-41 kDa (en geles de polia- 
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crilamida sin urea) que podría corresponder 
a la descrita como PhoE en E. cloacae [39, 
249]. 


Por su parte, la cepa origen de Enterobacter 
cloacae 15P, aunque sensible al ácido nalidí- 
xico y a las fluoroquinolonas ensayadas, es 
resistente a cefalosporinas de tercera genera- 
ción (las CMlSs de las diferentes cefalospori- 
nas ensayadas fue > 32 mg/l) pero igual de 
sensible a imipenem que la cepa 14P. El 
perfil de susceptibilidad observado en la cepa 
15P es coincidente con el descrito en otras 
cepas de la misma especie hiperproductoras 
de f-lactamasas de la Clase C (también 
llamadas del tipo AmpC) [99]. En este senti- 
do, se ha descrito en un reciente estudio que 
durante el tratamiento con antibióticos 
B-lactámicos la resistencia debida a la pro- 
ducción desreprimida de B-lactamasas clase 
C aparece en el 10 al 50% de los pacientes 
infectados por C. freundii, E. cloacae, Serra- 
tia marcescens y Pseudomonas aeruginosa 
[5, 285, 501]. Asimismo, se ha demostrado 
reiteradamente que la hiperproducción de 
B-lactamasas de clase C es frecuente en el 
género Enterobacter [178, 327, 463]. 

Del desarrollo de mutantes resistentes a 
quinolonas a partir de la cepa 15P resultó que 
la cepa seleccionada con norfloxacina (15N) 
no expresó una proteína de 37-38 kDa (peso 
molecular aparente en geles de poliacrilamida 
sin urea), que sin embargo, sí mostró la cepa 
origen (15P), así como la cepa 15L. Por su 
parte, la cepa 15L sí expresó esta proteína de 
37-38 kDa (47 kDa en geles de poliacrilami- 
da con urea) aunque en un grado mucho 
menor de lo que fue expresada en la cepa 
origen 15P. Al igual que en la cepa origen 
14P de la misma especie, esta proteína de 
37-38 kDa probablemente se corresponda con 
la porina F de E. cloacae. De esta forma, su 
ausencia en la cepa 15N, o bien su disminui- 
da expresión en la cepa 15L, debió contribuir 
decisivamente a dificultar la penetración 
tanto de fluoroquinolonas como de antibióti- 
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cos B-lactámicos en las células de dichos 
mutantes, tal como se ha descrito previamen- 
te en las cepas de E. cloacae resistentes a 
dichos antimicrobianos [258, 259]. Asimis- 
mo, tanto la cepa 15N como la cepa 15L 
mostraron una disminuida expresión de una 
proteína de 39-40 kDa (peso molecular apa- 
rente en geles de poliacrilamida sin urea) que 
quizás podría corresponder a la porina D de 
E. cloacae, a juzgar por su movilidad electro- 
forética. En cualquier caso, es la porina F la 
que con su expresión o deficiencia define la 
mayor o menor permeabilidad de la membra- 
na externa de las cepas de E. cloacae a anti- 
microbianos como las fluorquinolonas, tal 
como se desprende de trabajos previos [258, 
259]. En este sentido, la resistencia desarro- 
llada por ambos mutantes (15N y 15L) a 
quinolonas también se asoció a la presencia 
de un menor nivel de norfloxacina acumulada 
con respecto a la cepa origen. Este nivel se 
multiplicó por dos cuando los ensayos de 
acumulación se realizaron en presencia de 
CCCP, indicando una participación importan- 
te de las bombas de expulsión activas en el 
nivel de acumulación de fluoroquinolonas 
por ambos mutantes, tal como se ha descrito 
en estudios previos [296, 370]. Las CMIs de 
las fluoroquinolonas fueron en algunos casos 
del doble en la cepa 15N respecto del mutan- 
te 15L, lo que pudo estar determinado por el 
déficit total de OmpF que mostró el mutante 
15N. En cualquier caso, no se descarta la 
probable presencia de mutaciones en las 
subunidades de la ADN girasa bacteriana tal 
como es frecuente encontrar en el caso de 
altos niveles de resistencia a fluoroquinolo- 
nas en cepas del género Enterobacter [483]. 
Asimismo, la falta de expresión de la proteína 
de 37-38 kDa en la cepa 15N pudo influir en 
multiplicar por dos la CMI del imipenem en 
esta cepa respecto de su cepa origen (15P) o 
del mutante 15L (0,25 mg/l frente a 0,12 
mg/l). Sin embargo, la cepa 15N a pesar de 
ser totalmente deficiente en la porina F no 
fue más resistente que su cepa origen 15P o 


que el mutante 15L a las cefalosporinas 
ensayadas (con la excepción de la cefalotina 
o la cefoxitina). Por lo que parece que el 
papel de la porina F y, por tanto, de la per- 
meabilidad de la pared en la resistencia a 
antibióticos B-lactámicos es complementaria 
y no principal [345]. 


Tampoco la cepa 16N de la especie Klebsie- 
lla pneumoniae expresó la porina OmpK36. 
La pérdida de esta porina, con un papel simi- 
lar a la de la OmpF en E. coli, contribuyó a 
aumentar las CMÍs de cefoxitina, imipenem, 
tetraciclina y cloranfenicol en este mutante 
[8, 305, 306, 385]. La falta de expresión de 
OmpK36 justifica que la cepa 16N acumulara 
menos norfloxacina que la cepa 16L, aunque 
ambas acumularon aún menos del 50% de lo 
que acumuló la cepa origen 16P y también, 
en ambos casos, en presencia de 50 y 100 uM 
de CCCP, la acumulación de norfloxacina fue 
como mínimo del doble que sin presencia de 
este inhibidor del transporte transmembrana 
protón-dependiente. Con lo que la permeabi- 
lidad y el transporte protón dependiente en 


"16N o sólo el transporte protón dependiente 


en la cepa 16L, fueron dos mecanismos 
involucrados en el desarrollo de resistencia a 
norfloxacina (y a otras quinolonas) en estas 
cepas, al igual que se ha descrito en otros 
trabajos sobre resistencia a quinolonas en 
cepas de Klebsiella pneumoniae [305, 306]. 
Por su parte, el efecto de 100 ¡JM CCCP en la 
cepa origen 16P resultó en un incremento del 
nivel de norfloxacina en 1,4 veces, lo que fue 
netamente inferior al efecto del mencionado 
inhibidor en las cepas 16N y 16L, en las que 
tanto 50 como 100 uM de CCCP dieron lugar 
aun nivel de norfloxacina tres veces superior. 
Al igual que ocurrió en las cepas mutantes de 
E. coli seleccionadas con lomefloxacina, que 
no fueron deficientes en porina F, o en las 
cepas mutante 14L y 15L, la cepa 16L 
mostró un nivel de resistencia a cefalospori- 
nas y tetraciclina similar a la cepa 16N, a 
pesar de que su perfil electroforético fue 
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igual al de la cepa origen 16P, indicando de 
nuevo la existencia de otro tipo de mecanis- 
mo, quizás bombas de expulsión activa [8, 
345, 346] que favorecen el desarrollo del 
fenotipo de múltiple resistencia. 


Por otra parte, la cepa Salmonella enteritidis 
18L al igual que la cepa Citrobacter freundii 
13L y la cepa Klebsiella pneumoniae 16L 
mostraron el mismo perfil electroforético que 
sus respectivas cepas origen, a pesar de ser 
notablemente más resistentes a quinolonas. 
Estos cuatro mutantes “L”, que no perdieron 
la expresión de la OmpF, también mostraron 
un nivel aumentado de resistencia a 
B-lactámicos y a tetraciclinas concomitante- 
mente con quinolonas, mostrando que la 
expulsión activa probablemente puede estar 
contribuyendo a disminuir su susceptibilidad 
a P-lactámicos, así como a las quinolonas, en 
estas cepas de diferente especie [8, 168, 290, 
305, 345, 346, 370, 386, 414, 483]. En este 
sentido, las cepas 13L y 16L acumularon 
menos norfloxacina que las respectivas cepas 
origen y en presencia de 50 o 100 uM de 
CCCP este nivel se incrementó alcanzando o 
superando los niveles de sus cepas origen. 
Sin embargo, estudios previos han demostra- 
do el papel principal de las mutaciones en la 
ADN-girasa en el desarrollo de resistencia a 
quinolonas en enterobacterias [18, 63, 115, 
120, 168, 181, 290, 384, 385, 386, 387, 414, 
483], dejando a las porinas y a la expulsión 
activa una función complementaria. Por su 
parte, la cepa 18L, a pesar de ser notablemen- 
te más resistente a quinolonas que la cepa 
18P, no mostró cambios en el perfil electrofo- 
rético de sus proteínas de membrana externa, 
ni tampoco una menor acumulación que la 
cepa origen, por lo que probablemente sólo 
las mutaciones en las topoisomerasas pudie- 
ron determinar el incremento de resistencia 
observado en este mutante respecto de su 
cepa origen. Asimismo, no se puede excluir 
la posibilidad de que, además de una activa 
expulsión de quinolonas en las cepas 13L y 
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16L (demostrada con los ensayos de acumu- 
lación en presencia del CCCP) así como en 
las cepas 12N, 13N, 14N, 14L, 15L, 16N y 
18L, existan mutaciones concomitantes en las 
topoisomerasas, tal como se describe en 
trabajos previos para mutantes de estas espe- 
cies como E. cloacae [118, 4837, K. pneumo- 
niae [118,483], C. diversus y C. freundii [18, 
483], Proteus vulgaris y Salmonella enteriti- 
dis [63, 181, 182, 384, 386, 414]. 


El efecto de la lomefloxacina en la selección 
de mutantes en E. coli tuvo efectos paralelos 
en lo que a proteínas de la membrana externa 
se refiere. Sólo cinco de los dieciocho mutan- 
tes de E. coli seleccionados con la lomefloxa- 
cina mostraron la falta de la porina F, mien- 
tras que todos los seleccionados con la nor- 
floxacina sí mostraron la pérdida de dicha 
porina. Este diferente efecto de la lomefloxa- 
cina y norfloxacina en la selección de mutan- 
tes, tanto de cepas de E. coli como de otras 
especies de enterobacterias, está demostrando 
que la presencia o ausencia de la porina F no 
parece ser tan determinativa en el desarrollo 
de resistencia cruzada, al menos en estas 
especies de enterobacterias. Asimismo, el 
desarrollo de resistencia múltiple a antibióti- 
cos no parecer tener el mismo origen en unos 
que en otros mutantes, ya que los mutantes 
"L”, tanto de cepas de E. coli como de otras 
enterobacterias, no mostraron siempre el 
mismo fenotipo, en lo que a proteínas de 
membrana externa se refiere, que los mutan- 
tes "N" y tampoco que los mutantes Mar 
descritos en E. coli y otras enterobacterias [8, 
89,96, 97, 164, 180, 221, 238, 259, 269, 321, 
385]. 
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Sin embargo, el efecto selectivo de la lome- 
floxacina en la cepa 17P de la especie 
Proteus vulgaris sí produjo cambios en la 
expresión de las proteínas de membrana 
externa. En concreto disminuyó la expresión 
de una porina de 37 kDa de peso molecular 
aparente en geles de poliacrilamida sin urea, 
y ocasionó un incremento simultáneo de una 
de 40 kDa (45 y 48 kDa respectivamente en 
geles de poliacrilamida con urea), tal como se 
ha descrito en trabajos previos para otras 
cepas resistentes a B-lactámicos y quinolonas 
en esta misma especie bacteriana [233, 261, 
323, 473, 500]. Aunque este cambio no 
afectó al nivel de acumulación de norfloxaci- 
na que no fue diferente en el mutante 17L 
respecto de la cepa origen. Sin embargo, 
tanto en la cepa origen como en el mutante 
17L, la presencia de CCCP resultó en un 
ligero incremento en la acumulación de 
norfloxacina (1,2 al 1,9%). La presencia de 
este transporte transmembrana protón-depen- 
diente tanto en la cepa origen como en el 
mutante no fue, por lo tanto, la causa del 
mayor nivel de resistencia a fluoroquinolonas 
en la cepa 17L. Por ello, es probable que la 
existencia de mutaciones en las topoisomera- 
sas bacterianas estén determinando el perfil 
de resistencia a quinolonas observado en la 
cepa 17L. En cualquier caso, lo que sí parece 
evidente es la existencia de múltiples muta- 
ciones en genes cromosómicos asociados al 
desarrollo del fenotipo de resistencia múltiple 
en la cepa 17L. En este contexto, la activa- 
ción del gen homólogo de marA [8, 232] ha 
sido descrita en un aislamiento clínico de 
Proteus vulgaris asociado a la pérdida de 
expresión de la porina F cuando el gen pgrA 
es clonado en una cepa sensible de E. coli 
[232]. Asimismo, la cepa 17L también se 
mostró más resistente que su cepa origen a 
otros antimicrobianos como cefalosporinas, 
gentamicina y cloranfenicol que su cepa 
origen. Es posible que el fenotipo de múltiple 
resistencia a diferentes antimicrobianos en la 
cepa 17L. se deba a la expresión del gen pgrA 
u otro gen homólogo a marA de E. coli que 
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pueda haber resultado activado con el desa- 
rrollo de este mutante [232]. Tampoco puede 
descartarse que la expresión de tal fenotipo 
de múltiple resistencia se deba en parte a la 
activación de sistemas de expulsión activa tal 
como ya ha sido descrito en un trabajo previo 
sobre Proteus vulgaris, así como al déficit de 
expresión de la proteína de membrana exter- 
na 17L hallada en este trabajo de tesis. En 
este sentido, la pérdida de la porina de 37 
KDa en cepas de Proteus vulgaris se ha 
asociado al incremento de resistencia a 
B-lactámicos, tales como cefoxitina, cefaloti- 
na e imipenem entre otros, que se aprecia en 
dicho mutante [233, 323]. Tampoco es des- 
cartable la presencia concomitante de muta- 
ciones en las topoisomerasas tal como se ha 
descrito previamente en cepas de P. vulgaris 
con un alto nivel de resistencia a fluoroquino- 
lonas [355]. 


Finalmente, tanto las cepas origen como 
las mutantes de Enterobacter cloacae (14 y 
15), Klebsiella pneumoniae (16), Citrobacter 
diversus (12) y Proteus vulgaris (17) mostra- 
ron un fenotipo del LPS de la membrana 
externa liso, a excepción de la cepa origen 
14P y del mutante 15L en los que no se 
detectó la presencia de componentes de alto 
peso molecular en el perfil electroforético de 
su LPS. En este contexto, la pérdida de 
expresión de los componentes de alto peso 
molecular del LPS tras el desarrollo de mu- 
tantes resistentes ha sido frecuentemente 
descrito en E coli, tal es el caso de los mutan- 
tes NorC [135, 326]. De igual forma, también 
es frecuente la aparición de múltiples muta- 
ciones cromosómicas en mutantes con fenoti- 
po de múltiple resistencia a antimicrobianos 
[135, 355]. 


Por su parte, en las cepas origen de C. freun- 
dii 13P y Salmonella enteritidis 18P no se 
detectó la presencia de componentes de alto 
peso molecular, presentado por tanto un 
fenotipo rugoso al igual que los mutantes 
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derivados de ellas. Tampoco en los mutantes 
de E. coli estudiados en esta tesis fue fre- 
cuente la presencia de cambios en el LPS 
asociados al desarrollo de resistencia (sólo 
tres mutantes presentaron un LPS diferente 


de sus cepas origen: dos presentaban un 
fenotipo de LPS rugoso y el tercero liso), 
presentando un fenotipo liso en su lipopolisa- 
cárido 16 de los 18 mutantes de E. coli 
resistentes a quinolonas estudiados. 
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La resistencia a fluoroquinolonas y 
B-lactámicos, en mutantes de Escherichia 
coli con resistencia múltiple a antibióticos, se 
asocia con una expresión reducida de la 
OmprF y con la sobreexpresión de sistemas de 
expulsión activa de drogas [96]. Por otro 
lado, se conoce la influencia de quinolonas 
- en la expresión de genes diferentes como los 
involucrados en la síntesis de los precursores 
del peptidoglucano y en la división celular 
(ej.: ftsZ) [474], lo que conduce a la filamen- 
tación o a cambios en la composición de la 
pared celular [167, 474]. 

Al comparar los fenotipos de multirresisten- 
cia desarrollados por mutantes seleccionados 
con fluoroquinolonas y los mutantes seleccio- 
nados con ceftazidima, se observó la existen- 
cia de puntos comunes en esos fenotipos que 
fueron estudiados con más detalle en tres 
mutantes: 7L, 7C y 11C. El estudio morfoló- 
gico mediante microscopía óptica y tinción 
de Gram reveló que estos tres mutantes mos- 
traron filamentación respecto de sus cepas 
origen. La presencia de filamentación como 
consecuencia de la exposición a P-lactámicos 
y a quinolonas ha sido descrita previamente 
[167]. No obstante, las cepas 7L, 7C y 11C 
de este estudio mantuvieron su morfología 
filamentosa sin la presencia de quinolona o 
ceftazidima, respectivamente, en el medio de 
cultivo. Las CMlIs de las cefalosporinas 
ensayadas y del meropenem aumentaron en 
las cepas 7C y 11C en los siguientes rangos: 
16 veces la de cefoxitina, 512 y 128 veces 
respectivamente la de ceftazidima, 32 y 16 
veces la de cefotaxima, y 2 a 4 veces la de 
meropenem. Concomitantemente, las cepas 
7C y 11C no expresaron la porina F al igual 
que la cepa control JF703. En este contexto, 
la falta de la porina F en cepas de E. coli 
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puede explicar un incremento sólo de 4-8 
veces en las CMÍSs de cefoxitina, ceftazidima 
y cefotaxima, como se ha descrito previamen- 
te [167]. Del mismo modo, aunque la cepa 7L 
no perdió la expresión de la porina EF, las 
CMls de cefoxitina, ceftazidima y cefotaxima 
aumentaron de 8-16 veces en esta última cepa 
con respecto a su cepa origen. 


Se ha descrito que, en las cepas de E. coli, la 
ceftazidima muestra la afinidad más alta por 
las PBP-3 (proteínas de unión a penicilinas 
tipo 3) [329], así como la baja influencia de 
la expresión de la porina OmpF en el aumen- 
to de la CMI del meropenem [329]. Es más, 
la inhibición de la PBP-3 produce filamenta- 
ción de la célula, por lo que no pueden ex- 
cluirse la presencia de posibles cambios en la 
expresión de las PBPs tras el efecto de la 
presión selectiva de la ceftazidima o lomeflo- 
xacina en las cepas estudiadas. En este con- 
texto, un trabajo anterior describió varios 
cambios en el peptidoglicano de E. coli al 
estar bajo el efecto de la pefloxacina y oflo- 
xacina [474]. Además, el pequeño incremento 
(menos de 1,65 veces) en la actividad hidrolí- 
tica B-lactamásica de los extractos periplás- 
micos de las cepas 7L, 7C y 11C frente a la 
cefaloridina o bencilpenicilina con respecto 
a sus cepas origen no fue suficiente para 
explicar el incremento de resistencia a la 
cefalosporina en estos tres mutantes [239]. 

En mutantes de E. coli con resistencia múlti- 
ple a antimicrobianos se ha descrito el papel 
de los sistemas de expulsión activa en el 
desarrollo de resistencia a varios agentes 
antimicrobianos [96]. Sin embargo, la presen- 
cia de 50 yM de CCCP (un inhibidor del 
gradiente protónico transmembrana) no se 
asoció a los cambios en sus niveles de resis- 
tencia a B-lactámicos en ninguno de los tres 
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mutantes estudiados. 

La resistencia aumentada a fB-lactámicos 
tanto en los mutantes seleccionados con 
lomefloxacina como con ceftazidima, la 
aparición asociada de la filamentación, el 
papel de la expresión de la porina F, la com- 
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paración de la actividad hidrolítica de 
B-lactamasas entre los mencionados mutantes 
y el efecto del CCCP en las CMIs de los 
P-lactámicos sugieren un solapamiento en el 
desarrollo de resistencia a los B-lactámicos y 
quinolonas en la cepa 7L [474, 492]. 


La electroforesis en geles de poliacrilamida 
has sido extensivamente usada para el estudio 
del lipopolisacárido de la membrana externa 
[205, 326]. La frecuente agregación de los 
polímeros de alto peso molecular, en los 
extractos de LPS, hace difícil la caracteriza- 
ción de posibles cambios en los componentes 
de alto peso molecular del LPS (es decir, el 
típico patrón en escalera que representa las 
cadenas laterales del AgO) mediante electro- 
foresis en geles de poliacrilamida. En traba- 
jos previos de otros autores, se ha observado 
que mínimas cantidades del LPS de E. coli 
(del orden de nanogramos) parecen formar 
multímeros, no asociados covalentemente, en 
los geles que contengan un 0,1% de SDS o 
menos. Estos multímeros son responsables de 
bandas anómalas y del oscurecimiento que 
aparece o se solapa con las bandas del antíge- 
no O del LPS [379]. En este contexto, el uso 
del 0,5% SDS en la electroforesis en geles de 
poliacrilamida ayuda a dispersar los agrega- 
dos del LPS y resulta una mejor y más clara 
resolución del antígeno-O en bandas de alto 
peso molecular que cuando se usa el 0,1% de 


SDS o menos [379]. En este trabajo de tesis 
se corroboraron los resultados de Peterson $ 
McGroarty [379] ya que los resultados del 
estudio realizado del LPS de E. coli en geles 
de poliacrilamida con diferentes concentra- 
ciones de SDS demostraron que el uso del 
0,5% de SDS permitió una mejor separación 
de los componentes de alto peso molecular en 
las muestras del LPS de cepas de E. coli, 
permitiéndonos una mejor caracterización de 
los cambios del LPS que se asociaron al 
desarrollo de resistencia a quinolonas. Ello, 
probablemente, fue debido a las propiedades 
del detergente iónico usado, el dodecil-sulfa- 
to sódico (SDS), que es un buen agente diso- 
ciante del LPS bacteriano, como se ha descri- 
to previamente [225]. Por otro lado, el EDTA 
también se ha descrito como un agente que 
puede disminuir la agregación del LPS [251]. 
En este estudio el uso de EDTA no resultó en 
un claro patrón de bandas escalonado del 
AgO, aunque sí hubo una menor agregación 
de los componentes de bajo peso molecular 
del LPS (core y moléculas del lípido A) que 
usando el 0,5% de SDS, 
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La quinolona más efectiva frente a los 
112 aislados clínicos de E. coli fue la 
ciprofloxacina, seguida de la ofloxacina, 
temafloxacina, norfloxacina y lomefloxacina. 
Sólo cuatro de las 112 cepas fueron resisten- 
tes al ácido nalidíxico. 


Por su parte, el antibiótico P-lactámico 
más efectivo fue el meropenem, aun- 
que todos los aislamientos clínicos de E. coli 
fueron también sensibles a imipenem, cefoxi- 
tina, cefazolina, cefotaxima, ceftazidima, 
ceftriaxona y cefpiroma. 


En la selección de mutantes resistentes 
a quinolonas en E. coli, las mayores 
frecuencias de selección se obtuvieron con 
lomefloxacina. Sin embargo, en las otras 
especies de enterobacterias las menores 
frecuencias de selección se apreciaron cuan- 
do el agente selectivo fue la norfloxacina. 


Se apreció una alta correlación entre el 
desarrollo de resistencia a norfloxaci- 
na o lomefloxacina y otras fluoroquinolonas. 


5 Asimismo, se demostró correlación 
d estadísticamante significativa entre las 
CMIs de norfloxacina y lomefloxacina y las 
de cefotixina, cefotaxima, ceftazidima, cefti- 
zoxima y meropenemen los dieciocho mutan- 
tes de E. coli seleccionados con quinolonas. 


Los 18 mutantes seleccionados con 
fluoroquinolonas desarrollaron un 
fenotipo de resistencia a múltiples antimicro- 
bianos incluyendo quinolonas, cefalospori- 
nas, tetraciclina y cloranfenicol. Los defectos 
en la acumulación estuvieron también presen- 
tes en las cepas origen de E. coli y en siete de 
ellas se constató además la presencia de un 
transporte activo protón-dependiente para la 
norfloxacina, cuya inhibición elevó el nivel 
de la fluoroquinolona acumulada en la célula 
bacteriana. En las restantes tres cepas origen 
(2P, 3P y 4P) no se descarta la participación 
de sistemas de expulsión activa no protón- 
dependientes para las fluoroquinolonas ensa- 
yadas. 


Entre los mecanismos responsables del 
desarrollo de resistencia a quinolonas 
en los dieciocho mutantes de E. coli y sus 
diez cepas origen, las mutaciones en la ADN 
girasa y topoisomerasa IV jugaron un papel 
principal. Los defectos en la permeabilidad 
de la pared bacteriana y la presencia de siste- 
mas de expulsión activa fueron factores que 
sumados a la presencia de mutaciones en las 
topoisomerasas bacterianas, determinaron el 
alto nivel de resistencia a quinolonas encon- 
trado en los mutantes. 


La sustitución Ser83 por Leu en la 
subunidad A de la ADN girasa fue la 
mutación más frecuente en cepas de E. coli 
resistentes a quinolonas, estando presente en 
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catorce de los mutantes desarrollados y en 
tres de las cepas origen. 


En las cepas origen y mutantes de E. 
coli resistentes a quinolonas, las susti- 
tuciones Ser83 por Leu, así como Asp87 por 
Asn en la subunidad A de la ADN girasa, se 
asociaron a los mayores niveles de resistencia 
-a fluoroquinolonas, mientras que la sustitu- 
ción de Ser-83 por Ala se asoció a menores 
valores de CMls, tanto del ácido nalidíxico 
como de las fluoroquinolonas valoradas. 


La única mutación localizada en 
ParC (Ser80 por Arg) y detectada 
en la cepa £. coli $N no introdujo un mayor 
nivel de resistencia respecto a la cepa 5L. 


El desarrollo de fenotipos de múlti- 


ple resistencia en los dieciocho 
mutantes de E. coli desarrollados no supuso 
siempre la pérdida de expresión de la porina 
F, ya que ello sólo ocurrió en once de los 
dieciocho mutantes. 


En los mutantes de E. coli resisten- 


tes a quinolonas, la pérdida de 
expresión de la porina F fue ligeramente más 
frecuente en los mutantes seleccionados con 
norfloxacina que en los seleccionados con 
lomefloxacina (en una relación de 6:5). 


La disminución de la acumulación 


bacteriana de quinolonas fue otro 
de los mecanismos presentes en las cepas de 
E. coli que desarrollaron resistencia a quino- 
lonas. En este sentido, el defecto en la acu- 
mulación no estuvo siempre asociado a la 
pérdida de la porina F, ya que sólo ocho de 
los once mutantes de E. coli, resistentes a 
quinolonas y deficientes en dicha porina, 
mostraron un menor nivel de acumulación 
que sus cepas origen. 


CAPÍTULO 12 : CONCLUSIONES 


Se confirmó la presencia de un 
transporte transmembrana protón- 


dependiente para la norfloxacina en quince 
de los mutantes de E. coli estudiados, que 
contribuyó en ellos como mecanismo comple- 
mentario al desarrollo de resistencia a quino- 
lonas. 


La pérdida de expresión de la pori- 
na EF en los mutantes de E. coli se 
asoció también al incremento de resistencia a 
antibióticos B-lactámicos en los once mutan- 
tes que mostraron tal defecto en sus proteínas 
de membrana externa. En los dos mutantes de 
E. coli en los que la pérdida de expresión de 
la porina F coincidió con la pérdida de ex- 
presión de la porina C el incremento de 
resistencia a cefalotina y/o cefoxitina fue 
mayor que en los restantes nueve mutantes de 
E. coli. 


El incremento de resistencia a 
cefalosporinas se apreció también 
en los seis mutantes de E. coli no deficientes 
en porinas F y/o C, involucrando la posible 
participación de sistemas de transporte trans- 
membrana para estos antibióticos. 


Sólo dos de los dieciocho mutantes 
de E. coli resistentes a quinolonas 
mostraron cambios en la expresión del lipo- 
polisacárido asociados al desarrollo de resis- 
tencia a quinolonas (las cepas 5N y 10N) 
cuyo fenotipo fue similar al de los mutantes 
NorC descritos en trabajos previos. 


Asimismo, todos los mutantes de las 
especies Citrobacter diversus, Ci- 
trobacter freundii, Enterobacter cloacae, 
Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris y 
Salmonella enteritidis, es decir, los mutantes 
originados a partir de las cepas 12P, 13P, 
14P, 15P, 16P, 17P y 18P, desarrollaron un 
fenotipo de resistencia a mútiples antimicro- 
bianos, incluyendo quinolonas, cefalospori- 
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nas y tetraciclina entre otros. 


En el estudio comparativo sobre 
cambios en la permeabilidad y 
acumulación de fluoroquinolonas realizados 
con enterobacterias de otras especies los 
resultados fueron paralelos a los obtenidos en 
los mutantes de E. coli, En este contexto, los 
mutantes seleccionados con norfloxacina en 
las cepas de Citrobacter diversus, Citrobac- 
terfreundii, Enterobacter cloacae, Klebsiella 
pneumoniae y Salmonella enteritidis mostra- 
ron la pérdida de expresión de proteínas 
mayores de la membrana externa asociados al 
fenotipo de múltiple resistencia, así como 
defectos en el nivel de acumulación de nor- 
floxacina. Esta menor acumulación fue debi- 
da tanto al defecto de permeabilidad como al 
mecanismo de transporte transmembrana 
protón-dependiente. Sin embargo, en los 
mutantes seleccionados con lomefloxacina de 
las especies de Citrobacter freundii, Entero- 
bacter cloacae, Klebsiella pneumoniae y de 
Salmonella enteritidis no se apreciaron dife- 
rencias en el perfil electroforético de sus 
proteínas de membrana externa con los de sus 
respectivas cepas origen. 


En todos los mutantes estudiados de 
las especies Citrobacter diversus, 
Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, 
Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris y 
Salmonella enteritidis, se detectó la presencia 
de un transporte transmembrana protón de- 
pendiente que afectó al nivel de acumulación 
de norfloxacina en la célula bacteriana y que 
debió contribuir al desarrollo de resistencia a 
quinolonas observado en ellos. 


El desarrollo de mutantes con feno- 
tipo de múltiple resistencia a anti- 
microbianos, deficientes en proteínas mayo- 
res de su membrana externa y con lipopolisa- 
cárido rugoso, sólo se detectó en el mutante 
15L de la especie Enterobacter cloacae. 


También los tres mutantes seleccio- 
nados con ceftazidima desarrolla- 
ron fenotipos de resistencia a múltiples anti- 
microbianos, incluyendo quinolonas, tetraci- 
clina y acriflavina entre otros. 

El incremento de resistencia a cefalosporinas 
observado en las cepas seleccionadas con 
ceftazidima sólo se asoció a la pérdida de 
expresión de la porina F y a la presencia de 
filamentación en la célula bacteriana, pero no 
a un incremento significativo de la actividad 
hidrolítica de f-lactamasas, ni se vio influido 
por un inhibidor del transporte transmembra- 
na protón-dependiente. Sin embargo, el alto 
nivel de incremento de las CMIs de cefalos- 
porinas como ceftazidima y cefotaxima en 
estos mutantes no puede ser explicado exclu- 
sivamente por la pérdida de la porina F. 


Por su parte, el incremento de 
resistencia a cefalosporinas en la 
cepa mutante E. coli TL no pudo ser explica- 
do por defectos en la permeabilidad, ni si- 
quiera en parte, ya que no fue deficiente en 
dicha porina, y tampoco se vio influido por la 
presencia de un inhibidor del transporte 
transmembrana protón-dependiente. La cepa 
7L, así como las cepas 7C y 11C, también 
presentaron filamentación en su morfología. 


Los mutantes aislados in vitro 
mediante el efecto selectivo con 


norfloxacina o lomefloxacina, tanto en las 
cepas de E coli como en las cepas de otras 
especies de la familia Enterobacteriaceae, 
presentaron cada vez más fenotipos de multi- 
rresistencia similares a los descritos en los 
frecuentes aislamientos clínicos y veterina- 
rios 


Las mutaciones en las topisomera- 
sas bacterianas jugaron el papel 
principal en el desarrollo de resistencia en los 
dieciocho mutantes de E coli, Nor o Lmf, 
como también es común en las cepas de E 
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coli descritas más recientemente en aisla- 
mientos clínicos y veterinarios. Tanto en los 
mencionados mutantes como en cepas resis- 
tentes desarrolladas in vivo la presencia de 
mecanismos de expulsión activa y defectos 
en la permeabilidad contribuyen a determinar 
altos niveles de resistencia a quinolonas. 


También, de la familia Enterobacte- 
riaceae desarrollados en esta tesis, 
la permeabilidad y el incremento del trans- 
porte transmebrana protón-dependiente fue- 
ron factores contribuyentes al desarrollo de 
altos niveles de resistencia a fluoroquinolo- 
Nas y otros antimicrobianos, como también lo 
son en aislados clínicos y veterinarios más 


recientemente descritos. 


El uso del 0,5% de SDS en geles de 
poliacrilamida para la separación 
de extractos del lipopolisacárido de la mem- 
brana externa bacteriana permitió una mayor 
resolución de sus componentes de alto peso 
molecular. 


Finalmente, el uso de una concen- 
tración de 20 mM de EDTA en los 
geles de poliacrilamida, al realizar la electro- 
foresis de extractos del lipopolisacárido, 
mejoró la separación en bandas de los com- 
ponentes de bajo peso molecular del lipopoli- 
sacárido bacteriano. 
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